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1 Riassunto 
Riassunto 
 
Recentemente è emersa la possibilità di studiare un nuovo organismo modello 
nell’ambito della ricerca sull’invecchiamento, il pesce annuale Nothobranchius furzeri, il 
quale presenta notevoli vantaggi: ha un’aspettativa di vita eccezionalmente breve, che 
correla con la rapidità con cui entra nella fase riproduttiva e con il sopraggiungere di 
cambiamenti morfologici, istologici e comportamentali tipici dell’invecchiamento, come la 
comparsa di tumori o la degenerazione del tessuto nervoso.  
Nell’ambito della linea di ricerca basata sullo studio dell’invecchiamento in questo 
nuovo organismo modello, un recente studio ha evidenziato come i microRNA, corte 
molecole di RNA che ad oggi sono ritenute importanti poiché coinvolte in diversi processi 
fisiologici e patologici della cellula e dell’individuo, abbiano la possibilità di svolgere un 
ruolo nell’ invecchiamento di N. furzeri: è emerso, infatti, come un certo numero di 
microRNA risulti essere espresso in modo correlato all’età degli animali analizzati, sia in N. 
furzeri che nel modello classico più filogeneticamente affine ad esso, Danio rerio.  
Lo scopo di questo lavoro di tesi è stato quello di ricercare ed analizzare l’effetto 
biologico di alcuni dei microRNA emersi come probabilmente implicati nel processo di 
invecchiamento. Pertanto, sono stati presi in esame alcuni microRNA la cui espressione 
genica aumenta all’aumentare dell’età dei pesci: miR-15a, miR-23a, miR-26a, miR-29a, 
miR-101a, miR-145 e miR-338. Per confermare l’ipotesi che questi microRNA, noti per la 
loro funzione di onco-soppressori nell’ambito della regolazione dei geni che controllano il 
ciclo cellulare, svolgano un ruolo nell’invecchiamento, è stato scelto di utilizzare il sistema 
modello D. rerio, e nello specifico il sistema nervoso: si è voluto validare la supposizione 
che microRNA tipici dell’invecchiamento causino un prematuro differenziamento 
neuronale in embrioni di uno e due giorni di età, cosa resa possibile dal fatto che questo 
pesce completa l’organogenesi entro il terzo giorno di vita.  
I microRNA sono stati microiniettati in uova di D. rerio allo stadio di 1-4 cellule, per 
poi analizzarne l’eventuale effetto agli stadi di 24h e 48h. L’analisi è stata svolta in un 
primo momento da un punto di vista morfologico, per designare i microRNA che 
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potessero rivelarsi buoni candidati per successive indagini funzionali: sono stati scelti miR-
15a, miR-29a, e miR-101a, date alcune evidenze fenotipiche che potevano ben correlare 
con la supposta azione delle molecole iniettate. L’indagine funzionale è stata messa in 
atto tramite la tecnica dell’ immunoistochimica “whole mount”, volta a evidenziare sia 
prodotti tipici di neuroni differenziati in modo terminale che proteine tipiche dei 
neuroblasti, cellule ancora in grado di dividersi attivamente. L’utilizzo del microscopio 
confocale e di “editor” grafici ha permesso di ottenere immagini ad alta risoluzione che 
mostrano come gli embrioni trattati presentino un rapporto tra neuroni differenziati e 
neuroblasti con ogni probabilità maggiore rispetto ai non trattati, nonché una 
localizzazione non conforme alla norma dei neuroni differenziati.  
Al fine di corroborare il dato suggerito dall’esito di questi esperimenti, è stato 
analizzato l’effetto dei microRNA anche a stadi di sviluppo precedenti alle 24h: se 
embrioni microiniettati di 10h e 11h e 30’ non mostrano la presenza di neuroni 
differenziati, come i non trattati, embrioni di 14h mostrano la presenza di uno scarso 
numero di neuroni differenziati, cosa che non risulta nei non trattati. Questo dato e i 
precedenti mostrano come probabilmente l’effetto dei microRNA invecchiamento-
specifici presi in esame sia quello di contribuire, attraverso meccanismi da chiarire, al 
differenziamento delle cellule nervose. 
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Abstract 
 
It recently came out that the annual fish Nothobranchius furzeri could be a good 
new model for research on aging. It shows significant advantages: an extremely short 
lifespan, which correlates with the rapidity of entry in reproductive phase, and the onset 
of morphological, histological and behavioural changes typical of aging, such as the 
appearance of tumors or degeneration of nerve tissue.  
Within the line of research based on study of aging in this new model organism, a 
recent study showed the possible relevance of microRNAs. MicroRNAs are short RNA 
molecules that are now considered important because of their involvement in several 
physiological and pathological processes, both of the cell and the whole organism. 
MicroRNAs have the possibility to play a role even in aging of N. furzeri. It was found, 
indeed, that a number of microRNAs are expressed in a correlated manner with the age 
of the animals analyzed, both in N. furzeri and Danio rerio (or zebrafish), the most 
phylogenetically related within classical model organisms.  
The purpose of this thesis was to investigate and analyze the biological effect of 
some of the microRNAs identified as possibly involved in the aging process. Therefore, we 
considered some microRNAs which expression increases with increasing age of the fishes: 
miR-15a, miR-23a, miR-26a, miR-29a, miR-101a, miR-145 and miR-338. Accordingly with 
their possible role in aging, these microRNAs are known for their tumor suppressor 
function in the regulation of genes that control cell cycle. To confirm our hypothesis, we 
decided to use Danio rerio as a model organism, and specifically the nervous system: we 
expected to validate the assumption that aging-specific microRNAs cause premature 
neuronal differentiation in one and two days old embryos: this study is possible because 
D. rerio completes organogenesis by third day of life.  
MicroRNAs were microinjected in zebrafish eggs, between one-to-four cells stage. 
Then we analyzed the possible effect of microRNAs at the stages of 24hpf and 48hpf. At 
first, the analysis was conducted from a morphological point of view, to choose some 
microRNAs that could be good candidates for further functional investigations: we chose 
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miR-15a, miR-29a and miR-101a, because of the phenotypes that could correlate well 
with the supposed action of the injected molecules. To conduct the functional analysis, 
we performed the technique of whole-mount immunohistochemistry, with the aim of 
highlighting typical gene products of both terminally differentiated neurons and 
neuroblasts, which are actively dividing cells. The use of confocal microscopy and image 
editing has allowed us to obtain high resolution images. They show that the ratio of 
neurons to neuroblasts is probably greater in treated embryos than in controls, and there 
is also some evidence of mislocated neurons. 
In order to support these data, we analyzed the effect of microRNAs even earlier 
than 24hpf: we noticed that 10hpf and 11.5hpf treated embryos do not show the 
presence of differentiated neurons, such as controls; but 14hpf embryos show few 
differentiated neurons, unlike controls. This and previous data suggest that probably the 
role of aging-specific microRNAs is to contribute, through mechanisms to be elucidated, 
to the differentiation of nerve cells. 
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Capitolo 1: Introduzione 
 
1.1 Nothobranchius furzeri: un modello per lo studio dell’invecchiamento 
Il genere Nothobranchius comprende 57 specie di piccoli pesci teleostei il cui habitat 
naturale è la regione sud-orientale del continente africano (Zimbabwe e Mozambico). I 
pesci occupano pozze d’acqua di ristrette dimensioni che si riempiono d’acqua durante la 
stagione delle piogge per poi prosciugarsi gradualmente al termine di essa. Gli embrioni di 
Nothobranchius schiudono all’inizio della stagione delle piogge e i pesci crescono con 
sorprendente rapidità fino al raggiungimento della maturità sessuale, dopo un mese dalla 
schiusa. Una volta raggiunta la maturità sessuale, le femmine producono uova 
giornalmente. Gli adulti muoiono al termine della stagione delle piogge, mentre le uova 
fecondate sono in grado di sopravvivere alla siccità entrando spontaneamente in uno 
stato di arresto dello sviluppo (diapausa), in cui l’embrione non si accresce ed ha 
un’attività metabolica estremamente ridotta. 
La morte degli individui adulti non è causata direttamente dal prosciugamento delle 
pozze d’acqua, ma avviene in modo naturale, al termine di una fase di decadimento fisico 
che segue la perdita di fertilità. Tutte le specie di Nothobranchius sono annuali e gli 
individui appaiono geneticamente determinati ad una vita estremamente breve (Dorn et 
al., 2011). Nothobranchius si rivela un modello di studio vincente nel campo 
dell’invecchiamento proprio perché si ha la comparsa di un fenotipo sia 
morfologicamente che fisiologicamente associabile all’invecchiamento, in un animale che, 
nel caso della specie N. furzeri, è il vertebrato meno longevo che possa essere mantenuto 
in cattività (Valdesalici e Cellerino, 2003). In laboratorio, data l’assenza delle condizioni 
climatiche proprie dell’habitat naturale, le uova di N. furzeri schiudono durante tutto 
l’arco dell’anno, per cui è sempre possibile disporre di animali in età avanzata.  
Una caratteristica della specie N. furzeri è la distinzione di almeno due linee, 
entrambe mantenibili in cattività, che hanno aspettativa di vita estremamente diversa: la 
prima, denominata MZM 04/10P (MZM in seguito) è selvatica ed ha un’aspettativa media 
di vita pari a 20 settimane e massima di 27 settimane. La seconda linea è denominata GRZ, 
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dal nome del Parco Nazionale Gonarezhou, in Zimbabwe, dove furono raccolti i primi 
esemplari nel 1969. Questa linea, mantenuta in cattività per diversi anni, ha oggi un livello 
di omozigosità eccezionalmente elevato, dati i frequenti inincroci, e presenta 
un’aspettativa media di vita di sole 9 settimane e massima di 13 settimane (Terzibasi et 
al., 2008). Si noti, per contrasto, che per Danio rerio mantenuto in cattività l’aspettativa 
media di vita è di 45 mesi e l’aspettativa massima di 60 mesi (Kishi et al., 2008).  
E’ fondamentale notare che in entrambe le linee la maturità sessuale sopraggiunge 
all’età di 4-5 settimane: l’aspettativa di vita estremamente breve della linea GRZ non è 
dovuta ad uno sviluppo generalmente più accelerato rispetto alla linea MZM, ma ad un 
più rapido decadimento delle funzioni biologiche successivo al raggiungimento della 
maturità sessuale. Perciò, è interessante confrontare da un punto di vista genetico le due 
linee: a tal proposito, uno studio preliminare mostra la possibilità di identificare loci genici 
associabili alla più breve aspettativa di vita della linea GRZ (Kirschner et al., 2012).  
Da un punto di vista macroscopico, i pesci della specie Nothobranchius furzeri 
subiscono profondi cambiamenti morfologici che possono essere sintetizzati in una 
degenerazione generale dell’aspetto che progredisce all’aumentare dell’età. Nelle 
femmine, si nota la perdita di rotondità addominale che è tipica dell’età fertile e dovuta 
all’accumulo di uova; nei maschi vengono persi i tipici colori sgargianti. In generale, i pesci 
assumono un aspetto sempre più emaciato, dovuto allo smagrimento e all’incurvatura 
della spina dorsale (Figura 1.1; Genade et al., 2005).  
 
Figura 1.1: Degenerazione morfologica dipendente dall’età in Nothobranchius furzeri. Si nota 
l’assunzione di un aspetto emaciato negli animali di 6 mesi, dovuto all’assottigliamento della 
figura e all’incurvatura della spina dorsale. Nel maschio si nota la perdita della colorazione 
sgargiante tipica dell’animale giovane (Genade et al., 2005). 
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Prove molto più consistenti che dimostrano come Nothobranchius furzeri sia un 
buon modello per lo studio dell’invecchiamento provengono da numerosi studi di tipo 
comportamentale, istologico e molecolare, svolti con l’intento di confrontare animali di 
età giovane ed animali di età avanzata.  
Da un punto di vista comportamentale, test di apprendimento e studi sull’attitudine 
all’esplorazione ambientale dimostrano come N. furzeri subisca un vero e proprio 
decadimento cognitivo e locomotorio dipendente dall’età (Genade et al., 2005).  
Da analisi istopatologiche risulta evidente come l’invecchiamento in N. furzeri sia 
associato alla comparsa di frequenti tumori in fegato e rene, cosa che distingue questa 
specie dagli altri teleostei (Figura 1.2.B; Di Cicco et al., 2011). Inoltre, è dimostrato che N. 
furzeri accumula in modo dipendente dall’età biomarcatori dell’invecchiamento presenti 
anche nei mammiferi, quali lipofuscina nel fegato e β-galattosidasi, marcatore della 
senescenza cellulare, nella pelle (Figura 1.2.A; Terzibasi et al., 2007).  
Una prova ulteriore della validità di N. furzeri come modello di studio per 
l’invecchiamento è fornita dall’analisi della correlazione tra restrizione calorica e 
aspettativa di vita: la durata media della vita è allungata e l’insorgenza di patologie legate 
all’età ritardata facendo assumere quotidianamente agli animali un quantitativo di calorie 
estremamente ridotto e controllato (Terzibasi et al., 2009). In N. furzeri sono stati 
ottenuti risultati paragonabili a quelli ottenuti in Macaca mulatta (Colman et al., 2009). In 
Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster anche l’assunzione quotidiana di 
resveratrolo è correlata ad un aumento della durata della vita (Bass et al., 2007); l’effetto 
del resveratrolo sulla longevità dei vertebrati è stato studiato per la prima volta in N. 
furzeri, nel quale l’addizione di resveratrolo alla dieta è associata ad un prolungamento 
della vita media, ad un ritardo nella comparsa dei segni di decadimento cognitivo e 
locomotorio, e di fenomeni neurodegenerativi dipendenti dall’età (Valenzano et al., 2006).  
Infine, recentemente è stato dimostrato come nel cervello di N. furzeri il fenomeno 
della gliosi (marcata proliferazione di cellule della glia) aumenti in modo dipendente 
dall’età, come nel mammifero, nel quale un’estesa gliosi è l’indizio più importante di 
danneggiamento e perdita neuronale nel sistema nervoso centrale (Figura 1.2.C; Terzibasi 
Tozzini et al., 2012).  
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Figura 1.2: Caratteristiche che accomunano l’invecchiamento di Nothobranchius furzeri con 
quello del mammifero. A: accumulo dipendente dall’età di biomarcatori dell’invecchiamento in 
cervello, fegato e pelle (rispettivamente: FluoroJadeB, lipofuscina e β-gatattosidasi, in animali di 5 
e 9 settimane; Terzibasi et al., 2007). B: massccia presenza di lesioni neoplastiche in animali 
analizzati post mortem (fegato, rene, pancreas, ovari; Di Cicco et al., 2011). C: 
neurodegenerazione dipendente dall’età evidenziata dall’aumento di gliosi (rivelazione di GFAP, 
Glial Fibirillary Acidic Protein, in animali di 5 e 25 settimane; Tozzini Terzibasi et al., 2012). 
 
In conclusione, è possibile affermare che N. furzeri costituisce un modello 
promettente per lo studio dell’invecchiamento, considerando diversi aspetti: è facilmente 
stabularizzabile, ha un’aspettativa di vita talmente breve da garantire la costante 
presenza di animali anziani nati e cresciuti in laboratorio e la possibilità di condurre studi 
che necessitano l’osservazione degli animali durante tutto il corso della loro esistenza; 
presenta caratteristiche fisiologiche e patologiche dipendenti dall’età che sono 
riscontrabili anche nei mammiferi e, grazie alla disponibilità di due linee di cui una è 
fortemente omozigote ed ha un’aspettativa media di vita che è la metà dell’altra, è adatto 
a studi improntati alla ricerca dei loci genici associati all’invecchiamento. 
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1.2 MicroRNA regolati in modo dipendente dall’età nel cervello di 
Nothobranchius furzeri 
Dato il crescente interesse verso Nothobranchius furzeri come sistema modello per 
l’analisi dei meccanismi che controllano l’invecchiamento e le patologie ad esso associate, 
e data la notevole rilevanza assunta dai microRNA nel panorama odierno della ricerca, si è 
intrapreso presso il Leibniz Institute for Age Research (Fritz-Lipmann Institute, Jena, 
Germania), sotto la direzione del Dott. Cellerino, uno studio rivolto all’analisi della 
regolazione dei microRNA durante l’invecchiamento in N. furzeri, con il fine di selezionare 
un ristretto numero di microRNA altamente conservati per i quali si possa 
ragionevolmente pensare ad un ruolo nell’invecchiamento. 
Dell’importanza dei microRNA nella regolazione post-trascrizionale dell’espressione 
genica e del loro ruolo in numerosi processi fisiologici e patologici verrà discusso in 
seguito (cfr. 1.5.2/3/4). In questa sede ci si limiterà ad elencare brevemente i motivi per 
cui i microRNA sono ritenuti particolarmente adatti agli studi su scala genomica, come 
quello condotto da Baumgart et al. a Jena, su cui si fonda questo lavoro di tesi: 
1. Il miRnoma di un tessuto ha dimensioni estremamente ridotte rispetto al 
trascrittoma: in un tessuto sono espressi al massimo alcune centinaia di microRNA, 
contro qualche migliaio di mRNA; 
2. Le sequenze dei microRNA sono generalmente strettamente conservate 
nell’evoluzione: sono frequenti i casi di identità completa tra microRNA dei pesci e 
dei mammiferi; 
3. I microRNA, contrariamente a quanto accade per gli mRNA, sono molecole 
biologicamente attive di per sé: un microRNA maturo non subisce ulteriori 
modifiche ed esplica esso stesso la sua funzione; 
4. La modulazione transiente dell’attività dei microRNA è semplice: è sufficiente 
trasfettare dei loro analoghi (“miRNA mimics”), disponibili commercialmente, in 
cellule in coltura o microiniettare tali molecole in embrioni a stadi precoci per 
ottenere un guadagno di funzione, mentre è sufficiente trasfettare o microiniettare 
corti frammenti di RNA complementari alla sequenza del miRNA maturo (“miRNA 
inhibitors”) per ottenere perdita di funzione dei microRNA endogeni. 
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Dal momento che il genoma di Nothobranchius furzeri non è stato ancora 
completamente sequenziato (Reichward et al., 2009), i ricercatori del Leibniz Institute for 
Age Research hanno optato per utilizzare la tecnica del Next Generation Sequencing (NGS, 
tecnologia Solexa-Illumina) che ha permesso contemporaneamente di ottenere la 
sequenza dei microRNA presenti nel cervello degli animali utilizzati e di quantificarne i 
livelli di espressione. Con questa tecnica è stato possibile ottenere il profilo di espressione 
dei miRNA presenti nel cervello di N. furzeri: in particolare, si è voluto confrontare i profili 
di espressione di animali sacrificati a diverse età appartenenti alle due linee con diversa 
aspettativa di vita (MZM e GRZ), per verificare l’ipotesi che l’invecchiamento e la morte 
precoci propri della linea a vita estremamente breve possano essere in parte associabili 
alla disregolazione di microRNA espressi in modo dipendente dall’età (Figura 1.3). Per 
questo motivo, sono stati analizzati cervelli interi estratti da: 
1. GRZ dell’età di 5 settimane (maturità sessuale) e 11 settimane (50% di probabilità di 
sopravvivenza); 
2. MZM dell’età di 5 settimane (maturità sessuale), 11 settimane (confronto con i GRZ) 
e 27 settimane (50% di probabilità di sopravvivenza). 
 
Figura 1.3: Confronto tra curve di sopravvivenza di N. furzeri GRZ e MZM. A 5 settimane (primo 
punto di analisi quantitativa dell’espressione dei microRNA nel cervello) la probabilità di 
sopravvivenza è massima in entrambe le linee. A 11 settimane (secondo punto di analisi), la 
probabilità di sopravvivenza degli MZM è vicina al 100%, mentre quella dei GRZ è dimezzata. La 
probabilità di sopravvivenza degli MZM risulta dimezzata solo a 27 settimane (terzo punto di 
analisi, preso in considerazione solo per questa linea; Bumgart et al., sottomesso). 
  
 
11 Introduzione 
Tramite NGS è emerso che sono 165 i miRNA regolati in modo dipendente dall’età 
nel cervello di Nothobranchius furzeri. Tra questi, sono stati scelti 13 miRNA il cui profilo 
di espressione in funzione dell’età è stato validato mediante Real-Time PCR quantitativa. I 
risultati ottenuti sono mostrati in Figura 1.4, dove con MPS (Massive Parallel Sequencing) 
si indicano i dati emersi tramite NGS, mentre con qPCR quelli ottenuti tramite Real-Time 
PCR: sull’asse delle ordinate è rappresentato il rapporto tra la quantificazione svolta al 
primo e quella svolta all’ultimo punto di analisi: l’andamento dell’espressione genica in 
funzione dell’età è confermato per tutti i 13 miRNA presi in esame; per 6 di essi 
l’espressione cambia in maniera statisticamente significativa tra le due età prese in 
considerazione. Si nota che miR-124, un microRNA specifico dei neuroni nei quali è 
particolarmente abbondante (Terzibasi Tozzini et al., 2012), non è regolato in funzione 
dell’età. Al contrario, l’espressione di miR-17a, miR-18a, miR-19a e miR-20a, appartenenti 
al noto cluster di proto-oncomiRNA 17~92, risulta diminuire in funzione dell’età, cosa che 
avviene anche nell’uomo (Petrocca et al., 2008; Hackl et al., 2010). Altri microRNA, noti 
per il loro ruolo di soppressori tumorali, sono risultati significativamente sovraespressi 
negli animali di età avanzata appartenenti ad entrambe le linee. In particolare, miR-15a, 
miR-23a, miR-26a/b, miR-29a/b, mR-101a, miR-145 e miR-338 possono essere inseriti in 
un “network” regolatorio incentrato su c-Myc e p53, all’interno del quale hanno 
interazioni di tipo negativo con c-Myc e positivo con p53 (cfr. 1.5.4). 
I microRNA selezionati sono altamente conservati nel mammifero, il che comporta 
che anche gli mRNA da essi regolati siano, in linea di massima, i medesimi nei pesci e nel 
mammifero. 
Dalla comparazione dei dati ottenuti analizzando i profili di espressione dei miRNA 
in funzione dell’età nelle due diverse linee di N. furzeri, è stato possibile dedurre che i 
miRNA regolati sono, almeno in parte, i medesimi nelle due linee, e medesimo è il tipo di 
regolazione (aumento o diminuzione dell’espressione in funzione dell’età). Il risultato più 
significativo è quello che dimostra come i GRZ raggiungano la maturità sessuale (5 
settimane) mostrando un profilo di espressione dei microRNA simile a quello di pesci 
MZM di età molto maggiore a 5 settimane: è ragionevole pensare che in pesci giovani una 
maggiore attività di microRNA invecchiamento-specifici comporti una comparsa precoce 
dei cambiamenti fisiologici e patologici tipici dell’invecchiamento.  
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Figura 1.4: Analisi del profilo d’espressione di microRNA in funzione dell’età nel cervello di 
Nothobranchius furzeri. Next Generation Sequencing (tecnologia Solexa-Illumina, MPS) e Real-
time PCR quantitativa (qPCR) confermano la regolazione di 13 microRNA dipendente dall’età: 
miRNA appartenenti al cluster 17~92 subiscono una diminuzione dell’espressione all’aumentare 
dell’età, mentre l’espressione di microRNA con nota attività di oncosoppressori (miR-101a, miR-
15a, miR-29a, let-7a e miR-145 in figura) aumenta in funzione dell’età. MiR-124, un microRNA 
specifico dei neuroni, non è espresso in maniera dipendente dall’età nel cervello di N. furzeri 
(Baumgart et al., sottomesso). 
 
In conclusione, l’invecchiamento del cervello in N. furzeri è associato all’aumento 
dell’espressione di microRNA onco-soppressori e alla diminuzione d’espressione di proto-
oncomiRNA, mentre l’aspettativa di vita eccezionalmente breve della linea GRZ è 
associata all’azione dei miRNA invecchiamento-specifici in fasi più precoci dello sviluppo 
rispetto a quanto avviene nella linea a vita meno breve. Per questi motivi, appare sensata 
l’idea di modulare l’attività di tali microRNA nelle prime fasi dello sviluppo embrionale, 
per verificare l’effetto di un loro guadagno o perdita di funzione nello sviluppo del sistema 
nervoso: l’ipotesi è quella che essi agiscano come effettori del differenziamento 
neuronale, dato che mostrano un ruolo sia nell’invecchiamento del cervello, sia nella 
regolazione positiva di fenomeni come apoptosi e senescenza cellulare. 
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I risultati ottenuti con questa serie di esperimenti sono stati confermati da una 
nuova quantificazione dell’espressione dei microRNA regolati in modo dipendente 
dall’età, svolta su animali appartenenti alla linea MZM di cinque età diverse: 5, 12, 20, 27, 
32 e 39 settimane (ricordiamo che a 39 settimane la probabilità di sopravvivenza è 
appena del 10%, cfr. Figura 1.3). In questo modo è stato possibile delineare in maniera più 
fine il profilo dell’espressione dei microRNA sui quali saranno poi incentrate le analisi 
svolte in questo lavoro: l’espressione di miR-15a, miR-23a, miR-26a, miR-29a/c, mR-101a 
e miR-338 aumenta all’aumentare dell’età, anche oltre la ventisettesima settimana di vita 
(limite che era stato posto nella quantificazione precedente). Questo non è vero solo per 
miR-23a: la sua espressione aumenta in modo quasi lineare fino alla ventisettesima 
settimana, per poi diminuire nei successivi due punti di analisi (Figura 1.5.D). Si nota 
anche che i miRNA che subiscono un aumento di espressione più netto in funzione 
dell’età sono miR-29a e miR-101a: confrontando i dati a 5 settimane con quelli a 39 
settimane, si nota come l’aumento sia di 5 volte per il primo e di 4 volte per il secondo 
(Figura 1.5.C/E). Per quanto riguarda miR-26a si nota come l’aumento dell’espressione in 
funzione dell’età sia lineare, ma non così netto come per miR-29a e miR-101a: miR-26a è 
molto più espresso degli altri due negli animali giovani (Figura 1.5.B). Infine, per miR-15a 
e miR-338 si può dire che l’aumento in funzione dell’età è evidente, ma non costante: 
confrontando i dati a 27 settimane con quelli a 39 settimane si nota, infatti, che esso 
giunge ad un “plateau” (Figura 1.5.A/F).  
Il profilo di espressione genica dei microRNA associati all’invecchiamento è stato 
confermato anche da quantificazioni svolte in Danio rerio (dati non mostrati) e in topo. 
Per Danio rerio ciò si rivela fondamentale poiché l’analisi del ruolo di tali microRNA nello 
sviluppo del sistema nervoso non può essere condotta su N. furzeri (cfr. 1.3): il fatto che i 
dati ottenuti in N. furzeri vengano confermati in Danio rerio rende possibile l’utilizzo di 
questo animale per gli esperimenti condotti in questo lavoro di tesi.  
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Figura 1.5: Profilo dell’espressione di miR-15a, miR-23a, miR-26a, miR-29a/c, miR-101a e miR-
338 in funzione dell’età ottenuto tramite analisi quantitativa dell’espressione genica in 
esemplari di Nothobranchius furzeri (linea MZM) sacrificati alle età di 5, 12, 20, 27, 32 e 39 
settimane. C,E: l’aumento dell’espressione di miR-29a e miR-101a all’aumentare dell’età è 
particolarmente evidente. B: l’aumento dell’espressione di miR-26a in funzione dell’età è lineare, 
ma non così netto come per miR-29a e miR-101a. A,F: miR-15a e miR-338 aumentano in funzione 
dell’età, ma con raggiungimento di un “plateau” tra 27 e 39 settimane. D: l’espressione di miR-
23a aumenta in modo quasi lineare fino a 27 settimane, salvo poi diminuire tra 27 e 39 settimane.  
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Figura 1.6: Profilo dell’espressione di miR-23a, miR-26a, miR-29a/c, miR-101a e miR-338 in 
funzione dell’età ottenuto tramite analisi quantitativa dell’espressione genica in topi sacrificati 
alle età di 1 giorno, 15 giorni, 2 mesi, 5 mesi, 24 mesi e 30 mesi di vita. B: l’espressione di tutti i 
microRNA analizzati aumenta all’aumentare dell’età. In particolare è netto l’aumento di miR-29a 
che risulta essere esponenziale fino a due mesi, salvo poi raggiungere un “plateau” tra i 5 mesi e i 
32 mesi di vita. A,D: Il profilo di espressione di miR-23a e miR-26a è simile a quello ottenuto in 
Nothobranchius furzeri. E: il profilo di miR-101a indica un aumento meno marcato rispetto a 
quanto avviene in N. furzeri. C: il profilo di miR-338 indica un aumento più marcato rispetto a 
quanto avviene in N. furzeri, ma si ha ugualmente il raggiungimento di un “plateau".  
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I topi sono stati analizzati alle età di 1 giorno, 15 giorni, 2 mesi, 5 mesi, 24 mesi e 30 
mesi: è possibile affermare che l’aumento dell’espressione di miR-23a, miR-26a, miR-29a, 
miR-101a e miR-338 in funzione dell’età è un fenomeno conservato dal pesce al 
mammifero. In dettaglio, si nota come l’aumento di miR-29a sia ancora più netto in topo 
rispetto a quanto avviene in Nothobranchius furzeri: miR-29a non è espresso in topi 
appena nati, tra 15 giorni e 2 mesi di vita si registra un aumento esponenziale che però 
raggiunge un “plateau” tra 5 e 32 mesi (Figura 1.6.B). Al contrario, il profilo di espressione 
di miR-101a indica un aumento meno marcato rispetto a N. furzeri (Figura 1.6.E). MiR-338 
si comporta in modo più simile a miR-29a: in questo caso l’aumento in funzione dell’età è 
più marcato rispetto a N. furzeri (Figura 1.6.C). MiR-23a e miR-26a hanno un profilo 
dell’espressione in funzione dell’età piuttosto simile in topo e in N. furzeri (Figura 1.6.A/D). 
 
1.3 Danio rerio: un modello per lo studio del ruolo nel differenziamento 
neuronale dei microRNA regolati in modo dipendente dall’età  
Riguardo all’utilizzo di Nothobranchius furzeri come sistema modello, bisogna 
chiarire che esso non è adatto, almeno per ora, a studi di modulazione transiente durante 
lo sviluppo embrionale. Le motivazioni sono diverse: 
1. Non è stato ancora messo a punto, almeno nel laboratorio dove è stato svolto 
questo lavoro di tesi, un sistema di microiniezione efficiente nelle uova di N. furzeri, 
dal momento che esse sono dotate di un chorion (membrana all’interno della quale 
avviene lo sviluppo dell’embrione, che è necessario perforare per iniettare nel 
vitello o nella cellula) particolarmente coriaceo. Le uova di Danio rerio, al contrario, 
sono dotate di un chorion facilmente perforabile. 
2. Non si conosce ancora un modo per garantire la produzione simultanea di un gran 
numero di uova da parte delle femmine, cosa che invece è possibile in D. rerio; in N. 
furzeri le uova sono prodotte sotto lo stimolo dei maschi e in maniera sporadica: 
una femmina è in grado di produrre al massimo poche decine di uova in un’ora, al 
contrario delle femmine di D. rerio che possono essere indotte da condizioni 
ambientali controllabili dallo sperimentatore a rilasciare, nel giro di pochi minuti, 
qualche centinaio di uova (cfr. 3.2.2). 
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3. Gli embrioni di Nothobranchius furzeri sono in grado di entrare in diapausa in 
maniera indipendente l’uno dall’altro in qualsiasi momento del loro sviluppo, e ciò 
rende impossibile seguire l’andamento dello sviluppo stesso: non si conosce, ad 
oggi, un modo per evitare l’entrata in diapausa. Lo stato di diapausa, è, invece, 
assente in Danio rerio. 
4. La sopravvivenza degli embrioni di N. furzeri è estremamente bassa: è al di sotto del 
50% almeno per le prime fasi dello sviluppo, e non si conoscono, ad oggi, condizioni 
che siano in grado di diminuire la mortalità. Al contrario, la sopravvivenza degli 
emrbioni di D. rerio può arrivare al 90% se vengono mantenute le corrette 
condizioni di crescita. 
Oltre ai vantaggi sopra considerati, bisogna tener presente che gli embrioni di D. 
rerio, contrariamente a ciò che avviene in altri pesci, sono dotati di un chorion 
perfettamente trasparente e sono completamente trasparenti essi stessi, il che permette 
di seguire facilmente lo sviluppo embrionale. Gli embrioni completano l’organogenesi (ad 
eccezione del fegato, che non è oggetto di questo studio) entro il terzo giorno di vita 
(Kimmel et al., 1995): questo fa di D. rerio uno dei vertebrati con lo sviluppo più rapido 
finora conosciuti.  
Inoltre, la microiniezione nel vitello o nella cellula di uova fecondate di D. rerio è 
una tecnica ormai messa a punto da anni e largamente sfruttata per esperimenti di 
guadagno o perdita di funzione transienti volti a studiare il ruolo di geni e microRNA nello 
sviluppo embrionale (Zeng et al., 2009; Yuan e Sun, 2009; Rosen et al., 2009). Dato che 
inizialmente tutte le cellule mantengono connessioni l’una con l’altra e con il sottostante 
vitello, molecole sufficientemente piccole possono attraversare quest’ultimo ed entrare 
nei blastomeri: ciò permette di microiniettare i miRNA sintetici o i corrispettivi miRNA 
antagonisti direttamente nel vitello, il quale rilascerà le molecole in modo graduale e 
omogeneo a tutti i blastomeri sovrastanti. La microiniezione nel vitello risulta anche più 
semplice rispetto alla microiniezione nella cellula, poiché il vitello è più grande e più 
resistente del primo blastomero: occupa circa 2/3 del diametro della cellula uovo, che è 
approssimativamente di 0,8mm (Kimmel e Law, 1985).  
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1.3.1 L’embriogenesi di Danio rerio 
Lo sviluppo di Danio rerio è stato intensamente studiato da Kimmel e colleghi, i cui 
lavori sono a tutt’oggi i più completi presenti in letteratura. Pertanto, si farà sempre 
riferimento a Kimmel et al., 1995, per la breve trattazione che segue.  
Lo sviluppo di D. rerio è suddivisibile in sette periodi, che vanno dalla fecondazione 
dell’uovo alla schiusa della larva. Verranno brevemente descritti per fornire un quadro 
generale dello sviluppo embrionale del sistema modello utilizzato in questo lavoro: 
1. Zigote (“Zygote Period”, 0 – 45’). Il primo periodo va dalla fecondazione alla 
formazione del primo solco di divisione. Le uova di D. rerio sono dette telocitiche, in 
quanto gran parte della cellula uovo è occupata dal vitello. La segmentazione 
avviene solo nel blastodisco, una regione del citoplasma dell’uovo fecondato che si 
trova nel polo animale ed è priva di vitello, e che diviene visibile durante l’ultima 
parte di questo periodo (Figura 1.7.A.a). 
 
2. Scissione (“Cleavage Period”, 45’ – 2h e 15’). Le prime divisioni avvengono con 
intervalli di 15’ e sono meroblastiche, poiché suddividono il blastodisco solo 
parzialmente lasciando i blastomeri interconnessi da ponti citoplasmatici. Poiché 
soltanto il blastodisco formerà l’embrione, questo tipo di segmentazione è detta 
meroblastica discoidale. Questo periodo comprende sei divisioni sincrone, che 
avvengono secondo alternanza regolare di piani meridiani ed equatoriali. Al termine 
di questo periodo l’embrione conta 64 cellule che formano un cumulo situato al 
polo animale sopra il vitello, che prende il nome di blastoderma (Figura 1.7.A.b-g). 
 
3. Blastula (“Blastula Period”, 2h e 15’ – 5h e 15’). Questo periodo va dallo stadio di 
128 cellule fino all’inizio della gastrulazione. Il primo evento importante è la 
transizione della blastula intermedia (“midblastula transition”), durante la quale si 
ha l’attivazione trascrizionale dei geni dello zigote, le divisioni cellulari divengono 
asincrone e le cellule acquistano motilità. Il secondo evento importante è la 
formazione dello strato sinciziale vitellino (“yolk syncitial layer”; Figura 1.7.C.a): lo 
strato cellulare più vegetativo del blastoderma si fonde con il vitello sottostante e 
continua a dividersi non dando probabilmente luogo a tessuti embrionali. 
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Successivamente l’embrione dà inizio all’epibolia: le cellule appartenenti sia allo 
strato sinciziale vitellino, sia al blastodisco, iniziano a muoversi verso il polo 
vegetativo: le cellule dello strato sinciziale vitellino compiono un movimento che le 
porta ad invadere lo spazio della cellula del vitello, cosa che spinge le cellule 
sovrastanti (“enveloping layer” o strato di rivestimento) a ricoprire il vitello. La fine 
di questo periodo è posta arbitrariamente allo stadio di epibolia 30%, in cui le 
cellule del blastoderma hanno ricoperto il 30% della cellula del vitello (Figura 
1.7.A.h-p). 
 
4. Gastrula (“Gastrula Period”, 5h e 15’ – 10h). La gastrulazione inizia allo stadio di 
epibolia 50%. Si ha in questa fase un ispessimento del blastoderma, con formazione 
dell’anello germinativo (“germ ring”), distinto in epiblasto (strato superficiale) ed 
ipoblasto (strato sottostante), che si forma, probabilmente, per movimenti di 
embolia delle cellule marginali del blastoderma. Movimenti di convergenza portano 
alla formazione di un accumulo di cellule localizzato in una ben precisa posizione del 
dell’anello germinativo: questo accumulo è detto scudo embrionale (“embryonic 
shield”) ed ha la valenza di centro organizzatore, poiché è in grado di organizzare un 
asse embrionale secondario quando viene trapiantato in un embrione ospite. Si ha 
la distinzione dei tre foglietti embrionali e, al termine di movimenti di convergenza 
ed estensione che comportano il rimescolamento delle cellule, è possibile definire la 
mappa presuntiva dell’embrione (Figura 1.7.C.b). Al termine della gastrulazione il 
mesoderma (ipoblasto) è distinguibile in mesoderma assiale (notocorda) e 
parassiale  (anteriore: occhi, mandibole e branchie; posteriore: somiti), mentre 
l’epiblasto dorsale si inspessisce a formare la piastra neurale (Figura 1.7.A.q-u). 
 
5. Segmentazione (“Segmentation Period”, 10h – 24h). Durante la prima parte di 
questo periodo diviene visibile l’abbozzo della coda (“tail bud”), all’estremità 
caudale dell’asse anteroposteriore. L’asse dorsoventrale, la cui regione dorsale si 
trova in corrispondenza dello scudo embrionale, diviene riconoscibile. Inizia la 
somitogenesi, che procede alla velocità di tre somiti all’ora; divengono visibili i 
pronefri in corrispondenza del terzo somite; la piastra neurale si inspessisce con 
formazione della carena neurale per neurulazione primaria e, poi, del tubo neurale 
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per neurulazione secondaria. Al termine di questo periodo il vitello risulta ben 
suddiviso in una porzione sferica anteriore (“yolk ball”) e in una allungata, cilindrica 
e sottile, posteriore (“yolk extension”). Al termine della somitogenesi l’embrione 
conta 31 somiti (Figura 1.7.A.v-z). 
 
6. Faringula (“Pharyngula period”, 24h – 48h). Il nome di questo periodo deriva dal 
fatto che divengono evidenti i primordi degli archi faringei. Ora si nota la chiara 
simmetria bilaterale dell’embrione, che adesso ha un set completo di somiti che si 
estendono nella lunga coda post-anale (Figura 1.7.B.a). Il cervello può essere 
suddiviso in 5 lobi, grazie al rapido svilupparsi del cervelletto nella regione del 
metencefalo. Verso le 26h ore di vita, si ha il differenziamento dei melanofori 
derivanti dalle creste neurali e l’embrione inizia a pigmentarsi, prima nell’occhio 
(dove si forma l’epitelio pigmentato della retina), poi nel resto della testa. La 
notocorda è completamente formata. Inizialmente, la testa forma un angolo di circa 
90° con la coda: essa aumenta notevolmente di dimensioni “raddrizzandosi” 
lentamente, fino a formare un angolo di circa 30° con la coda (Figura 1.7.B.b). 
Compaiono circolo sanguigno e battito cardiaco; al termine di questo periodo il 
cuore è completamente formato e sono presenti i primordi di tutti gli organi (anche 
se non si hanno certezze sui tessuti di derivazione endodermica a causa della loro 
posizione nell’embrione). 
 
7. Schiusa (“Hatching Period”, 48h – 72h). Gli embrioni di Danio rerio schiudono 
(fuoriescono dal chorion) in modo asincrono durante tutto il periodo che va dalle 
48h alle 72h ore di vita. Si sviluppano le pinne pettorali e la mandibola; la bocca 
dell’embrione si forma inizialmente molto posteriormente, in mezzo agli occhi, ma 
viene riposizionata anteriormente alla fine dell’embriogenesi. Si formano le 
cartilagini del cranio, in particolare della mascella, e gli archi branchiali; 
fondamentale è la formazione della vescica natatoria (Figura 1.7.B.c). Dopo le 72h di 
vita tutti gli embrioni, che prendono ora il nome di larve, sono ormai schiusi e in 
grado di nuotare attivamente. 
  
 
21 Introduzione 
 
Figura 1.7: Embriogenesi di Danio rerio. A,B: l’embriogenesi di D. rerio è suddivisibile in 7 periodi: 
Zigote, Scissione, Blastula, Gastrula, Segmentazione (10h – 24h; A – Webb e Miller, 2007), 
Faringula, (24h – 48h), e Schiusa (48h – 72h; B – Kimmel et al., 1995). C: durante la blastulazione si 
ha la transizione della blastula intermedia e la formazione dello strato sinciziale vitellino i cui 
movimenti permettono l'inizio dell'epibolia (a); durante la gastrulazione si ha la distinzione dei tre 
foglietti embrionali e al termine di movimenti di convergenza ed estensione, che comportano il 
rimescolamento delle cellule, è possibile definire la mappa presuntiva dell’embrione (b; Langeland 
e Kimmel, 1997).  
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1.3.2 Lo sviluppo del sistema nervoso in Danio rerio 
Dal momento che questo lavoro di tesi è incentrato sull’analisi dell’effetto dei 
microRNA invecchiamento-specifici sullo sviluppo del sistema nervoso in embrioni di 
Danio rerio, è utile descrivere le tappe principali di tale processo, con cenni ad aspetti 
morfologici salienti, concentrandosi sugli stadi nei quali è stata svolta l’analisi: 10h, 11h e 
30’, 14h, 16h, 18h, 24h e 48h. Anche in questo caso, per la breve trattazione che segue, si 
fa riferimento a Kimmel et al., 1995.  
 
1. 10h, “Bud Stage”. Dopo 10 ore dalla fecondazione, il blastoderma ricopre 
completamente il vitello decretando la fine dell’epibolia. Alcuni minuti dopo, si ha la 
formazione del “tail bud” all’estremità caudale dell’asse embrionale, che appare 
protrudente. Alla fine della gastrulazione è ben visibile, come una stria spessa di 
cellule, il primordio del sistema nervoso centrale, ovvero la piastra neurale: sebbene 
essa appaia spessa, è stato dimostrato che è formata da un unico strato di cellule. 
Lo spessore così elevato è dovuto al fatto che le cellule della piastra neurale 
assumono forma colonnare, mentre le cellule vicine rimangono cuboidali (Figura 
1.8.A.2). La piastra neurale è estesa lungo l’asse anteroposteriore: la sua porzione 
anteriore è più spessa e costituisce la regione presuntiva della testa. Questa è 
segnata anche dalla formazione di una sporgenza (“polster” o “pillow”) dovuta 
all’accumulo di cellule dell’ipoblasto precordale sottostanti alla porzione più 
anteriore della piastra neurale. 
 
2. 11h e 30’, 5 o 6 somiti. La piastra neurale forma la carena neurale (“neural keel”), 
priva di cavità, che si arrotonda formando una struttura dal profilo cilindrico, il 
“neural rod”, che subirà il processo di cavitazione con formazione del tubo neurale. 
La neurulazione primaria, che porta alla formazione della carena neurale, avviene 
per convergenza delle cellule della piastra neurale verso la linea mediana di essa e 
per ripiegamento (“infolding”) delle stesse verso l’interno (Figura 1.8.A.2-4). Il 
primordio del cervello è ben distinguibile, essendo la porzione più prominente della 
carena neurale. Bilaterlamente ad essa si possono distinguere anche i primordi 
ottici, mentre posteriormente è ancora presente la piastra neurale. A questo stadio 
l’embrione è lungo 0,8mm, come allo stadio di zigote.  
  
 
23 Introduzione 
3. 14h, 10 somiti – 16h, 14 somiti. La formazione del tubo neurale avviene per 
neurulazione secondaria: il lume del tubo neurale (neurocele) si forma 
secondariamente, in un processo di cavitazione, che coinvolge il “neural rod” 
(Figura 1.8.A.5-6). Fanno la loro comparsa i neuromeri del cervello: telencefalo, 
diencefalo, mesencefalo e rombencefalo (Figura 1.8.B.b). Ai lati di quest’ultimo 
compaiono i placodi otici (“otic placodes”), il quarto ventricolo comincia ad essere 
visibile dorsalmente al rombencefalo, e possono essere distinti cinque rombomeri 
(r2 – r6). E’ ai lati del quinto rombomero (r5) che si formano i placodi otici. Più 
posteriormente, la carena neurale assume la forma di “neural rod”, ancora privo di 
neurocele. I primordi ottici si sviluppano molto velocemente ai lati del diencefalo. A 
16h compaiono i primi neuroni sensoriali periferici e centrali. I primi neuroni a 
differenziarsi sono detti “neuroni primari” ed hanno grandi corpi cellulari e lunghi 
assoni che vengono proiettati tra varie regioni del tubo neurale. Comincia 
l’allungamento dell’asse anteroposteriore con l’estensione dell’abbozzo della coda. 
 
4. 18h, 18 somiti. Nella regione posteriore del vitello si forma una costrizione che dà 
luogo ad una porzione allungata del vitello (“yolk extension”), sottile e cilindrica, 
che si trova posteriormente alla porzione anteriore del vitello, che prende la forma 
di una sfera (“yolk ball”). L’abbozzo della coda comincia a protrudere verso l’esterno, 
oltre il vitello. In questa fase si rendono visibili i placodi della lente, e i placodi otici 
danno luogo alle vescicole otiche, contenenti due otoliti ciascuna; si forma 
l’abbozzo del cervelletto. Inoltre, il processo di cavitazione del “neural rod” a 
formare il tubo neurale è quasi completato. I motoneuroni primari, i neuroni del 
ganglio trigeminale e alcuni interneuroni primari cominciano a proiettare i loro 
assoni e dendriti: si formano le prime connessioni sinaptiche; in questa fase, infatti, 
cominciano ad essere osservabili i primi movimenti riflessi indotti da stimoli tattili.  
 
5. 24h, “Prim-5 Stage”, 31 somiti. Il sistema nervoso centrale è ora una struttura 
particolarmente sviluppata anteriormente; il cervello risulta formato da 5 lobi: 
telencefalo, diencefalo, mesencefalo, metencefalo (cervelletto) e mielencefalo. La 
parte più ventrale del diencefalo forma il primordio dell’ipotalamo, e risulta ben 
visibile anche il primordio dell’epifisi sul tetto del diencefalo. Il mesencefalo subisce 
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una suddivisione orizzontale a formare il mesencefalo dorsale (tetto ottico) e 
ventrale (tegmento). I rimanenti sette neuromeri (rombomeri r1 – r7) suddividono il 
rombencefalo, mentre il primordio del cervelletto diviene visibile dorsalmente nella 
regione del confine mesencefalo-rombencefalo (Figura 1.8.B.c). I placodi olfattivi si 
inspessiscono anteriormente e dorsalmente al prosencefalo, e sono chiaramente 
visibili gli otoliti delle vescicole otiche che sono ora ben sviluppate. I motoneuroni si 
differenziano: ciascun motoneurone proietta il proprio assone verso il 
corrispondente miotomo. A 24h, la morfologia della testa è dominata da 
un’evidente suddivisione in senso trasversale che separa il mesencefalo dal 
rombencefalo: il confine mesencefalo-rombencefalo è una zona particolarmente 
ricca di cellule progenitrici (neuroblasti) che sono in grado di dividersi attivamente, 
anche se tutta la testa appare una zona di attiva proliferazione, al contrario del 
midollo dove predominano i neuroni già differenziati (Figura 1.8.B.c, freccia). 
 
6. 48h, “Long-pec Stage”. Da un punto di vista morfologico non si notano ulteriori 
cambiamenti macroscopici nel sistema nervoso; si riscontra un evidente progresso 
nella capacità di reagire a stimoli tattili, che innescano reazioni di fuga 
nell’embrione schiuso. I neuroni differenziati tendono ora a prevalere anche nella 
testa oltre che nel midollo. Il confine tra mesencefalo e rombencefalo, però, è 
ancora la più evidente zona proliferativa ricca di neuroblasti.  
 
Per il tipo di analisi che si intende svolgere in questo lavoro, il periodo di maggior 
interesse va dalle 14h alle 24h: dal momento che si vuole caratterizzare la funzione dei 
miRNA invecchiamento-specifici nel differenziamento neuronale operando in modo 
qualitativo e non quantitativo, occorre osservare il rapporto tra neuroni differenziati e 
neuroblasti in un momento dello sviluppo in cui i primi non sono predominanti. In 
particolare, l’analisi a 24h permette di chiarire la situazione al livello del confine 
mesencefalo-rombencefalo: dato che l’ipotesi da verificare prevede che i microRNA 
regolino positivamente il differenziamento neuronale, il rapporto tra cellule differenziate 
e proliferanti in questa regione è particolarmente informativo. Tuttavia, per chiarire se 
effettivamente i microRNA siano associati ad un prematuro differenziamento neuronale, 
andranno analizzati embrioni di età compresa tra le 14h e le 18h.  
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Figura 1.8: Sviluppo del sistema nervoso in Danio rerio. A: la piastra neurale è formata da un solo 
strato di cellule colonnari che danno luogo, per invaginazione, alla carena neurale, la quale va a 
formare un tubo privo di cavità (neurulazione primaria). Movimenti di cavitazione portano alla 
formazione del neurocele e, quindi, del tubo neurale (neurulazione secondaria; Lowery e Sive, 
2004). B: a 12h (a) non è riconoscibile alcuna suddivisione nel primordio del cervello, mentre a 
18h (b) sono visibili 10 neuromeri: telencefalo (T), diencefalo (D), mesencefalo (M) e 7 rombomeri 
del rombencefalo (r1-7). A 24h (c) sono presenti il primordio dell’epifisi (E) e dell’ipotalamo, il 
mesencefalo è suddiviso in senso dorso-ventrale a formare tetto ottico (d) e tegmento (v). Il 
cervelletto (C) è evidente posteriormente al confine mesencefalo-rombencefalo (freccia), zona 
ricca di progenitori neurali attivamente proliferanti (riadattato da Kimmel et al., 1995).  
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1.4 Marcatori proteici di progenitori neurali e neuroni differenziati  
I progenitori neurali, cellule attivamente proliferanti, possono essere marcati con 
anticorpi diretti contro gli antigeni Musashi-1 e PCNA. 
Musashi è una famiglia di proteine leganti l’RNA conservata evolutivamente ed 
espressa preferenzialmente nel sistema nervoso: nei mammiferi, come nei pesci, è 
altamente espressa nelle cellule staminali neurali e nei progenitori neurali, nelle quali 
contribuisce al rinnovamento (“self renewal”) e alla scelta del destino differenziativo, 
regolando l’espressione di diversi geni a livello post-trascrizionale (Shibata et al., 2012). 
Musashi-1 comincia ad essere presente durante la prima fase del periodo di 
Segmentazione (10h e 30’ – 11h e 30’), periodo durante il quale la sua espressione non è 
ristretta spazialmente. A 24h è espressa in prosencefalo, mesencefalo, rombencefalo ed 
occhio: la testa e la porzione anteriore del midollo spinale sono uniformemente marcate. 
A 48h il dominio di espressione è più circoscritto: Msi-1 è abbondantemente espressa 
nell’occhio, nel rombencefalo e nel confine tra mesencefalo e rombencefalo (Figura 1.9, 
Thisse et al., 2004).  
 
Figura 1.9: Ibridazione in situ “whole-mount” dell’mRNA di msi-1 in embrioni di Danio rerio. A: 
tra 10h e 30’ a 11h e 30’ l’mRNA di msi-1 è espresso in modo non ristretto spazialmente, ma 
comunque maggiore nella parte anteriore dell’embrione (sinistra). B: tra 16h e 19h l’mRNA di msi-
1 è espresso anteriormente nel prosencefalo, mesencefalo, rombencefalo e nel primordio 
dell’occhio. C: tra 19h e 30h (in figura embrione di 24h), l’mRNA di msi-1 è espresso in tutto il 
sistema nervoso centrale e nell’occhio. D: fino a 60h l’mRNA di msi-1 è espresso principalmente 
nell’occhio, nel confine mesencefalo-rombencefalo e nel rombencefalo (Thisse et al., 2004). 
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PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) è un antigene tipico del nucleo di tutte le 
cellule attivamente proliferanti ed è un cofattore della DNA polimerasi δ: la sua funzione 
è principalmente quella di aumentare la processività della DNA polimerasi durante la 
replicazione del DNA (Prelich et al., 1987). Pertanto, PCNA marca tutte le cellule 
proliferanti e non solo i progenitori neurali. In questo lavoro si rivela utile poiché i miRNA 
dei quali si vuole studiare il ruolo nel differenziamento neuronale sono tutti noti 
oncosoppressori. Pertanto, agendo negativamente nella regolazione del ciclo cellulare, si 
pensa che un guadagno di funzione dei microRNA possa ripercuotersi negativamente sul 
numero di cellule proliferanti. 
 
Figura 1.10: Ibridazione in situ “whole-mount” dell’mRNA di pcna in embrioni di Danio rerio. A: 
fino a 16h l’mRNA di pcna è espresso ubiquitariamente (in figura, embrione che non ha ancora 
completato l’epibolia). B: tra 16h e 19h l’mRNA di pcna è espresso in modo marcato nel sistema 
nervoso, e in modo meno marcato nei somiti e nell’abbozzo della coda (Thisse et al., 2001). C: a 
24h l’espressione di pcna è ancora evidente nel sistema nervoso centrale (in particolare, tetto 
ottico e confine mesencefalo-rombencefalo) e nell’occhio (Seipold et al., 2009). D: a 48h, nella 
testa, pcna è espresso marcatamente nell’occhio e nel confine mesencefalo-rombencefalo 
(Mönnich et al., 2009). 
 
Fino a 16h, PCNA è espressa ubiquitariamente; a partire da 16h fino a 19h mostra 
un dominio di espressione più ristretto: è espressa marcatamente in tutto il sistema 
nervoso, occhio compreso. Sono marcati anche i somiti e l’abbozzo della coda. A 24h, 
l’espressione di PCNA è evidente in tutto il sistema nervoso centrale (in particolare nel 
tetto ottico e nel confine tra mesencefalo e rombencefalo); a 48h si delinea un pattern di 
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espressione diverso: appaiono intensamente marcati l’occhio e il confine mesencefalo-
rombencefalo (Figura 1.10; Thisse et al., 2001; Mönnich et al., 2009; Seipold et al., 2009).  
I neuroni differenziati in senso terminale possono essere marcati da anticorpi diretti 
contro HuC/D o N-tubulin. 
 
Figura 1.11: Ibridazione in situ “whole-mount” dell’mRNA di elavl4 in embrioni di Danio rerio. A: 
l’mRNA di elavl4 comincia ad essere visibile tra 14h e 16h nel placode trigeminale e in alcuni 
neuroni differenziati lungo il tronco. B: l’mRNA di elavl4 a 24h è presente nel sistema nervoso 
centrale; nella testa è presente soprattutto nel prosencefalo (Thisse et al., 2004). C: a 48h l’mRNA 
di elavl4 è presente nel sistema nervoso centrale; sono intensamente marcati prosencefalo, 
mesencefalo e rombencefalo (Rauch et al., 2003). 
 
Le proteine HuC ed HuD (Elavl3 ed Elavl4 in Danio rerio) fanno parte di una famiglia 
di proteine leganti l’RNA. Mentre HuA e HuG sono espresse ubiquitariamente, HuC e HuD 
sono espresse specificamente nei neuroni e il loro pattern di espressione è 
sostanzialmente sovrapponibile (Park et al., 2000). L’espressione dell’mRNA di huC/D 
comincia nell’arco di tempo compreso tra le 14h e le 16h: la prima zona ad essere 
marcata in maniera evidente è il placode trigeminale; sono visibili anche alcuni corpi 
cellulari lungo il tronco. Intorno alle 24h, huC/D è espresso nel sistema nervoso centrale e 
nei gangli craniali, così come a 48h, quando però l’espressione è molto più evidente: se a 
24h nella testa l’espressione è intensa solo nel prosencefalo, a 48h diviene intensa anche 
nel mesencefalo e nel rombencefalo (Figura 1.11; Thisse et al., 2004; Rauch et al., 2003).  
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I neuroni differenziati possono essere visualizzati oltre che con anticorpi contro 
HuC/D, che è espresso nel solo soma neuronale, anche con anticorpi rivolti contro N-
tubulin (Class III β-tubulin o tubulina acetilata): questa proteina appartiene alla famiglia 
della tubulina ed in condizioni fisiologiche si trova esclusivamente espressa nei 
microtubuli neuronali, dove è fondamentale per la formazione dei processi. Questo 
isotipo della tubulina è riconosciuto specificamente dall’anticorpo monoclonale Tuj1, 
usato estensivamente per marcare i neuroni differenziati (Zhang et al., 2011). Essa viene 
espressa nel momento in cui i neuroni differenziati cominciano ad emettere i processi, 
quindi nell’arco di tempo compreso tra le 16h e le 18h. Benché l’utilizzo di anticorpi rivolti 
contro HuC/D e N-tubulin porti all’identificazione del medesimo tipo cellulare, HuC/D è 
preferibile nel caso in cui si voglia saggiare solo la numerosità dei neuroni differenziati, in 
quanto porta alla rivelazione di un pattern molto più semplice e chiaro. N-tubulin, al 
contrario, è da preferire qualora si voglia valutare la corretta disposizione dei neuroni, 
come nel caso dei motoneuroni lungo il tronco (Figura 1.12; Lin et al., 2008; Zhang et al., 
2011). 
 
Figura 1.12: Immunoistochimica “whole-mount” con utilizzo di un anticorpo anti-N-tubulin in 
embrioni di Danio rerio. A,D,G,J,M: evoluzione del pattern di espressione di N-tubulin in embrioni 
di D. rerio dalle 18h alle 36h (Zhang et al., 2011). B: l’anticorpo è utilizzato generalmente per far 
risaltare i processi neuronali: si notano il soma e gli assoni di motoneuroni di parte del tronco di 
un embrione di D. rerio tra le 24h e le 48h, (Lin et al., 2008). 
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1.5 I microRNA 
1.5.1 Biogenesi e meccanismo d’azione dei microRNA 
I microRNA sono molecole di RNA a singolo filamento della lunghezza 
approssimativa di 22 nucleotidi, prodotte endogenamente dalle cellule di animali e piante, 
che svolgono un’importante funzione nel controllo post-trascrizionale dell’espressione 
genica, promuovendo la repressione traduzionale o il taglio degli mRNA a cui sono in 
grado di legarsi (Bartel, 2004). 
I geni che trascrivono per i miRNA possono trovarsi o all’interno di altri geni (miRNA 
intragenici), o esternamente ad altri geni, (miRNA intergenici). Nel primo caso i miRNA si 
trovano nelle regioni introniche; nel secondo caso costituiscono unità trascrizionali 
indipendenti. Qualora si trovino all’interno di altri geni, la loro espressione è soggetta a 
quella dei geni che li ospitano. L’enzima a carico del quale avviene la trascrizione è la RNA 
polimerasi II: ciò significa che l’espressione genica dei miRNA è regolata dai fattori di 
trascrizione RNA polimerasi II-dipendenti, e quindi può essere soggetta alle particolari 
condizioni in cui si trova la cellula e può essere tessuto-specifica (Bartel, 2004). 
I microRNA subiscono un processo di maturazione post-trascrizionale (Figura 1.13). 
Il trascritto primario del gene è detto primiRNA: questo può codificare per uno o più 
miRNA ed ha una tipica conformazione a stelo ed ansa. Il Microprocessor Complex, 
contenente l’enzima Drosha (appartenente alla famiglia delle RNAsi di tipo III; Lee et al., 
2003), taglia il primiRNA con formazione del premiRNA, la cui lunghezza è di circa 70 
nucleotidi (Basyuk et al., 2003). La seconda fase di maturazione avviene nel citoplasma. Il 
trasporto del premiRNA fuori dal nucleo è mediato da un recettore di trasporto nucleare, 
l’Esportina 5 (Kim, 2004). Nel citoplasma interviene l’enzima Dicer (famiglia delle 
ribonucleasi di tipo III; Hutvágner e Zamore, 2002). Dicer produce un miRNA-miRNA 
“duplex”, costituito dal miRNA maturo e dal suo complementare. Il filamento funzionale è 
quello in grado di appaiarsi all’mRNA target. Un’elicasi separa i due filamenti (Schwarz et 
al., 2003): solo il miRNA maturo viene mantenuto all’interno del complesso RISC (RNA 
Interference Silencing Complex), del quale fa parte Dicer. Il miRNA guida il complesso RISC 
all’ mRNA target: si forma un’interazione di tipo RNA-RNA alla quale partecipa anche il 
complesso RISC. L’interazione del miRNA con il suo mRNA target può essere data da 
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complementarietà perfetta o da complementarietà imperfetta: qualora il miRNA sia 
perfettamente complementare ad una porzione dell’mRNA target, questo verrà 
degradato (Hutvágner e Zamore, 2002). Questo tipo di interazione non è frequente negli 
animali, tra i quali è molto più comune la forma di interazione dovuta ad un’imperfetta 
complementarietà. 
L’interazione imperfetta non determina degradazione dell’mRNA ma repressione 
traduzionale: per quest’ azione è necessario che, a partire dall’estremità 5’ del miRNA, si 
abbia, per 8 nucleotidi, un appaiamento perfetto; questa regione è detta “seed region” e 
la regione corrispondente sul 3’UTR del gene target è detta “seed match” (Grimson et al., 
2007). Le molecole di mRNA la cui traduzione risulta inibita possono essere 
immagazzinate in granuli presenti nel citoplasma (P-Bodies), ed eventualmente riutilizzate 
quando la cellula ne avrà bisogno (Eulalio et al., 2007).  
 
Figura 1.13: Biogenesi dei microRNA. Il primiRNA è trascritto dall’RNA polimerasi II o III ed il suo 
processamento, con la produzione dei premiRNA, avviene nel nucleo ad opera del Microprocessor 
Complex, Drosha-DGCR8 (Pasha). Il premiRNA è esportato nel citoplasma tramite Esportina-5-
Ran-GTP. Qui, Dicer e la proteina TRBP, legante RNA a doppio filamento, tagliano la forcina del 
primiRNA producendo un miRNA-miRNA “duplex”. La porzione funzionale del “duplex” è caricata 
nel complesso RISC insieme alle proteine Argonauta, e il microRNA guida il complesso RISC nel 
silenziamento dell’mRNA, tramite degradazione, repressione trascrizionale, o deadenilazione. 
L’altra porzione del “duplex”, non funzionale, è degradata (Winter et al., 2011). 
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1.5.2 I microRNA e il differenziamento neuronale 
E’ oggi noto che i microRNA svolgono un ruolo fondamentale in  numerosi processi 
fisiologici: l’importanza dei microRNA nello sviluppo è confermata dal fatto che la perdita 
di funzione di Dicer causa profonde aberrazioni letali che precocemente si manifestano 
sia in Danio rerio (Wienholds et al., 2003) che in topo (Bernstein et al., 2003). Nel topo, la 
perdita di funzione di Dicer è associata alla perdita dei microRNA anche in specifiche 
cellule neuronali come quelle del Purkinje, nelle quali ciò comporta morte cellulare 
(Schaefer et al., 2007). I microRNA svolgono un ruolo importante anche nella neurogenesi: 
topi in cui l’espressione di Dicer viene eliminata in stadi precoci dello sviluppo, 
specificamente nelle cellule neuroepiteliali, mostrano una ridotta dimensione della 
corteccia cerebrale in stadi successivi dello sviluppo, collegata ad un’aumentata apoptosi 
nei neuroni (De Pietri Tonelli et al., 2008). A conferma di ciò, sono stati trovati una serie di 
microRNA che sono regolati durante la neurogenesi (Nielsen et al., 2009).  
In particolare, miR-9 e miR-124 risultano fondamentali per la regolazione della 
proliferazione e del differenziamento neuronali.  
MiR-9 è regolato in modo dipendente dall’età nel cervello di Nothobranchius furzeri, 
ma non è stato preso in considerazione per questo lavoro poiché il suo ruolo nello 
sviluppo neurale è già ampiamente documentato (Shi et al., 2004; Roy et al., 2004). In 
topo, ad esempio, il guadagno di funzione di miR-9 comporta differenziamento neurale 
accelerato, mentre la perdita di funzione causa aumento della proliferazione da parte 
delle cellule staminali neurali (Zhao et al., 2009). In D. rerio, miR-9 è assente nella zona 
del confine mesencefalo-rombencefalo, sede dei progenitori neurali (Leucht et al., 2008).  
MiR-124 non è regolato in modo dipendente dall’età nel cervello di N. furzeri. Esso, 
tuttavia, ha un ruolo importante nell’acquisizione dell’identità neurale: è in grado di 
dirigere cellule HeLa verso l’assunzione di un fenotipo neuronale (Lim et al., 2005), 
mentre la perdita di funzione di miR-124 in colture primarie di neuroni differenziati causa 
l’aumento dell’espressione di trascritti non neuronali (Conaco et al., 2006). In vivo, miR-
124 è espresso nei neuroblasti della regione subventricolare (SVZ, “subventricular zone”), 
la zona germinativa più importante nel cervello adulto di mammifero (Doetsch et al., 
  
 
33 Introduzione 
1999), dove sembra implicato nella transizione da cellule proliferatrici in transito a 
neuroblasti e nel differenziamento terminale di questi ultimi (Cheng et al., 2009).  
Anche miR-132 è implicato nella neurogenesi: CREB, fattore di trascrizione che 
regola la maturazione e la sopravvivenza dei neuroni nel giro dentato della regione 
subgranulare (SGZ, “subgranular zone”, area neurogenica del mammifero adulto), è in 
grado di modulare l’espressione di miR-132 (Vo et al., 2005). In topo, la mancanza di miR-
132 è associata a perdita di funzionalità dei neuroni dell’ippocampo (Magill et al., 2010).  
Nelle cellule della glia radiale, che possono dividersi asimmetricamente dando luogo 
a progenitori indifferenziati e a cellule differenziate (Gözt e Huttner, 2005), un ruolo 
importante è svolto da let-7a, il quale ha un’attività antiproliferativa ed è contrastato da 
LIN28, fattore fondamentale nel mantenimento delle proprietà delle cellule staminali 
(Richards et al., 2004; Viswanathan et al., 2008; Peng et al., 2008). Nella glia radiale, let-
7a è in grado di promuovere il differenziamento neuronale (Schwamborn et al., 2010).  
Un ulteriore esempio è quello fornito da miR-138, miR-219 e miR-338, i quali sono 
implicati nel differenziamento degli oligodendrociti e nella mielizzazione assonica, 
fenomeno promosso da questo tipo di cellule (Dugas et al., 2010).  
Infine, anche miR-26b e miR-29b, appartenenti alle famiglie, rispettivamente, di 
miR-26a e miR-29a, due dei microRNA invecchiamento-specifici analizzati in questo lavoro, 
sono implicati nel differenziamento neuronale. MiR-26b è ospitato in un introne del gene 
ctdsp2 (RNA polymerase II C-terminal domain small phosphatase 2), che codifica per una 
proteina che inibisce l’attività della RNA polimerasi II e limita l’espressione di geni 
neuronali nelle cellule staminali neurali. L’mRNA di ctdsp2 è target di miR-26b, cosa che 
permette una fine regolazione del differenziamento neuronale in vivo (Dill et al., 2012). 
MiR-29b è ugualmente importante per il differenziamento neuronale, fenomeno durante 
il quale questo microRNA risulta fortemente indotto. La morte cellulare programmata è 
un meccanismo fondamentale che agisce nello sviluppo del sistema nervoso, e che deve 
essere regolato in modo appropriato per garantire la sopravvivenza del giusto numero di 
neuroni. MiR-29b regola negativamente l’espressione di diversi fattori proapoptotici della 
famiglia BH3-only, dimostrando di avere un ruolo nella limitazione dell’apoptosi durante 
lo sviluppo del sistema nervoso (Kole et al., 2011). 
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1.5.3 I microRNA e l’invecchiamento 
Gli sforzi della ricerca scientifica volti a comprendere i meccanismi implicati 
nell’invecchiamento si sono concentrati, fino a qualche anno fa, principalmente 
sull’analisi dei cambiamenti dell’espressione genica in funzione dell’età. L’invecchiamento 
è un fenomeno che si riscontra in ogni tipo di tessuto ed organo, ma, facendo riferimento 
al cervello, sono considerati propri dell’invecchiamento cambiamenti del profilo di 
espressione genica associabili ad un aumento della risposta immune, ad una diminuzione 
delle attività metaboliche e dell’espressione di proteine coinvolte nel funzionamento 
neuronale: si ritiene che ciò sia dovuto in primo luogo all’accumulo di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS), che apportano modifiche deleterie a DNA, lipidi e proteine. Al danno 
al DNA, ed in particolare al danno in regioni con funzione promotrice, sono da imputare i 
profondi cambiamenti nel profilo di espressione genica che si attestano nel cervello di 
individui in età avanzata (Lu et al., 2004).  
Sorprendentemente, alcuni di questi cambiamenti cominciano ad essere presenti, 
nell’uomo, addirittura in età infantile (Erraji-Benchekroun et al., 2005): ciò suggerisce che 
ha senso studiare lo sviluppo e l’invecchiamento come fenomeni imprescindibilmente 
legati l’uno all’altro, e che probabilmente essi non sono separati da un confine temporale 
netto, da una soglia che separa la fase della vita contraddistinta dall’accrescimento e dallo 
sviluppo da quella contraddistinta dal declino biologico. Uno studio recente (Somel et al., 
2010) si è mosso in questo senso, analizzando i cambiamenti nel profilo di espressione di 
mRNA, microRNA e proteine nella corteccia prefrontale di uomo e Macaca mulatta, 
durante tutto l’arco della vita di entrambe le specie. Da questo studio emergono alcune 
considerazioni fondamentali: in primo luogo, i profili di espressione di mRNA e microRNA 
in funzione dell’età hanno, per la maggior parte dei geni presi in esame, andamenti 
opposti se si confrontano sviluppo e invecchiamento. In altre parole, l’espressione di 
molti geni aumenta a partire dalla nascita durante lo sviluppo, per poi diminuire nelle 
ultime fasi della vita, o viceversa. E’ emerso, in secondo luogo, che sono rarissimi i casi di 
geni che vengono regolati solo nell’invecchiamento o solo nello sviluppo. In terzo luogo, i 
cambiamenti fisiologici attribuibili all’invecchiamento sono il risultato di cambiamenti nel 
profilo di espressione genica che iniziano ad essere apprezzabili già dall’infanzia, ma solo 
in una fase più avanzata della vita si manifestano fenotipicamente. E’ possibile concludere, 
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quindi, che microRNA e fattori di trascrizione non regolano solo lo sviluppo ma 
continuano ad avere un ruolo fondamentale anche nell’età adulta e nell’invecchiamento. 
Lo studio su larga scala di Somel e colleghi mostra come nell’uomo siano ben 115 i 
microRNA a subire significativi cambiamenti dell’espressione genica tra sviluppo e 
invecchiamento. Uno di questi è miR-29a, la cui l’espressione aumenta in modo evidente 
all’aumentare dell’età, nella corteccia di uomo e Macaca mulatta; ciò risulta correlato con 
una diminuzione dipendente dall’età dell’espressione dei target di miR-29a (Figura 1.14).  
 
Figura 1.14: l’espressione di miR-29a aumenta in funzione dell’età in uomo e Macaca mulatta. 
L’aumento dell’espressione di miR-29a è correlato alla diminuzione dell’espressione dei geni 
target di miR-29a, in particolare di quelli implicati nel cancro (Somel et al., 2010). 
 
La letteratura è ricca di esempi che attestano come i microRNA siano regolati in 
maniera dipendente dall’età nel mammifero. Nel fegato di topi di età avanzata vi sono 
alcuni miRNA significativamente sovraespressi, la cui attività sembra correlare con il 
declino delle difese contro lo stress ossidativo tipico dell’invecchiamento (Maes et al., 
2008). Lo studio del miRnoma e del proteoma del cervello di topo ha portato a 
conclusioni simili: alcuni miRNA sono sovraespressi in età avanzata,ma tale andamento è 
visibile già prima della comparsa di un fenotipo correlato con l’invecchiamento. Tra i loro 
target putativi si trovano numerose proteine appartenenti ai complessi enzimatici 
mitocondriali coinvolti nella catena di trasporto degli elettroni (Li et al., 2011). Infine, è 
noto il caso dei miRNA del cluster 17~92: nell’uomo, l’espressione di questi microRNA 
risulta diminuire in maniera significativa nell’invecchiamento (Hackl et al., 2010). 
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1.5.4 I microRNA regolati durante l’invecchiamento in Nothobranchius furzeri, Danio 
rerio e topo 
Dall’analisi della letteratura riguardante i microRNA la cui espressione aumenta in 
funzione dell’età in Nothobranchius furzeri, Danio rerio e topo, emerge che molti di questi 
sono noti oncosoppressori e che svolgono la loro azione modulando post-
trascrizionalmente geni coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare, dell’apoptosi e della 
metilazione del DNA.  
Recentemente è emerso come l’espressione dei microRNA appartenenti alla 
famiglia dei miR-29 risulti significativamente aumentata in un modello murino della 
progeria di Hutchinson–Gilford: l’aumento di espressione dei miR-29 è correlato alla 
risposta al danno del DNA. Quest’ultimo induce l’attivazione di p53, che promuove la 
trascrizione dei miR-29 (Ugalde et al., 2011). E’ dimostrato anche che i miR-29 a loro volta 
promuovo l’aumento del livello di p53 (Park et al., 2008). Pertanto, appare evidente come 
questi microRNA siano implicati anche nella cancerogenesi: i miR-29 sono molto meno 
espressi nel tessuto polmonare canceroso rispetto al tessuto polmonare sano ed è 
emerso come, in vitro, questa famiglia di microRNA regoli negativamente l’espressione di 
due DNA metiltransferasi che sono sovraespresse nel tessuto polmonare canceroso 
(Fabbri et al., 2007). In cellule maligne, la diminuzione di espressione dei microRNA della 
famiglia miR-29 è in parte imputabile all’azione di c-Myc e di NF-κB (Nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B-cells), due fattori di trascrizione implicati nei 
meccanismi di cancerogenesi (Mott et al., 2010). 
I microRNA appartenenti alla famiglia miR-101 sono significativamente 
sottoespressi in svariate tipologie di tessuti cancerosi. Essi regolano negativamente EZH2 
(Enhancer of Zeste homolog 2), subunità catalitica del complesso proteico PRC2 
(Polycomb Repressive Complex 2), regolata positivamente da c-Myc, nota per mediare il 
silenziamento genico tramite metilazione istonica (Friedman JM et al., 2009). I miR-101, 
insieme ai miRNA della famiglia let-7, reprimono l’espressione di MYCN, un fattore di 
trascrizione appartenente alla famiglia Myc, la cui amplificazione è associata 
all’insorgenza di neuroblastoma (Buechner et al., 2011). Infine, è stato dimostrato che 
anche Musashi-1, nota per regolare negativamente p21, è un target di miR-101a, che si 
conferma, quindi, un importante regolatore della proliferazione cellulare (Vo et al., 2011).  
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Un altro regolatore della via di proliferazione cellulare mediata da EZH2 è miR-26a. 
Anche questo microRNA è deregolato in numerose linee cellulari cancerose. Regolando 
negativamente EZH2, miR-26a causa la diminuzione dell’espressione di c-Myc, delle 
Cicline D3 ed E2, e delle Chinasi dipendenti da Ciclina CDK4 e -6 (Lu et al., 2011).   
I membri delle famiglie di miR-15 e di miR-16 inibiscono l’espressione della ciclina E: 
l’aumento dell’espressione di miR-15a è correlato, in vitro, all’inibizione della transizione 
G1/S; pertanto, i miR-15a/b modulano l’avanzamento del ciclo cellulare (Ofir et al., 2011). 
L’espressione di miR-15a e miR-16-1 è inoltre inversamente proporzionale, in vivo, a 
quella di bcl-2 (B-cell lymphoma 2), noto proto-oncogene e fattore antiapoptotico. 
Pertanto, miR-15a promuove l’apoptosi agendo sulla via di segnalazione in cui è coinvolto 
BCL-2 (Cimmino et al., 2005). 
E’ inoltre dimostrato che le cellule cancerose dipendono da una continua attività 
mitocondriale volta alla produzione di energia: l’amminoacido glutammina viene 
trasportato in modo massiccio alle cellule attivamente proliferanti nelle quali costituisce 
una fonte di carbonio importante per le reazioni anaboliche, dopo la degradazione ad 
opera della glutamminasi. L’mRNA della glutamminasi è un target dei miR-23a/b, ed è 
stato dimostrato che questi microRNA sono direttamente regolati negativamente da c-
Myc, la cui azione risulta di conseguenza nell’aumento dell’attività della glutamminasi e 
della quantità di energia a disposizione delle cellule cancerose (Gao et al., 2009).  
MiR-145 è regolato negativamente nei tessuti cancerosi, nei quali spesso p53, che 
promuove la trascrizione di miR-145, risulta inattivata. Da parte sua, miR-145 regola 
negativamente c-Myc: pertanto, miR-145 permette la repressione di c-Myc da parte di 
p53 (Sachdeva et al., 2009). Inoltre, miR-145 ha un ruolo nel differenziamento cellulare, 
promuovendo il corretto sviluppo dell’intestino in Danio rerio; la perdita di funzione di 
miR-145 correla con la formazione di intestino e cuore immaturi (Zeng et al., 2009).  
MiR-338 è un miRNA intronico, ospitato dal gene aatk (Apoptosis-associated 
Tyrosine Kinase), noto per essere un effettore dell’apoptosi e del differenziamento 
neuronale. Mir-338 coadiuva AATK nella sua funzione, modulando negativamente 
l’espressione di alcuni suoi antagonisti funzionali come UBE2Q1 (Ubiquitin-conjugating 
enzyme E2Q family member 1) che rimodella e degrada i processi neuronali e destabilizza 
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proteine importanti per la crescita neuritica (Barik, 2008). MiR-338-p, uno dei due 
microRNA della famiglia di miR-338, regola anche AATK, legandosi al suo mRNA in vitro: 
ciò suggerisce che il ruolo di miR-338 non sia semplicemente quello di coadiuvare AATK 
nella sua azione, ma sia quello di modulare finemente il fenomeno del differenziamento 
neuronale e della morte cellulare programmata (Kos et al., 2012).   
Per quanto riguarda i microRNA la cui espressione diminuisce all’aumentare dell’età 
in Nothobranchius furzeri, Danio rerio e topo, questo studio si è focalizzato sui miRNA 
appartenenti al cluster 17~92. La letteratura è ricca di esempi che mostrano come i miR-
17~92 siano sovraespressi in cellule cancerose appartenenti a numerosi tipi di tumore. 
Ciò suggerisce che questi miRNA abbiano un ruolo nella cancerogenesi e si comportino, in 
cellule sane, come proto-oncomiRNA. Il cluster 17~92 è un tipico esempio di gene 
policistronico, infatti i sei miRNA appartenenti ad esso (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-
20a, miR-19b-1 e miR-92-1) si trovano, nell’uomo, in un’unica regione facente parte di un 
introne del trascritto C13ORF25 (Mendell et al., 2008). Questo locus genico risulta 
amplificato in pazienti affetti linfoma a cellule B (Ota et al., 2004) ed è regolato 
positivamente da c-Myc. I miR 17~92 regolano negativamente p21 e BIM (BCL2L11, BCL-
2-like protein 11), fattore pro-apoptotico antagonista di BCL2 (Petrocca et al., 2008). Essi 
sono implicati anche nello sviluppo: sono necessari per la corretta crescita embrionale e 
in particolare per lo sviluppo di cuore e polmone (Ventura et al., 2008).  
Questi sono solo alcuni esempi che confermano come ciascuno dei miRNA regolati 
in modo dipendente dall’età e analizzati in questo lavoro possa entrare a far parte di un 
“network” regolatorio incentrato su due fattori di trascrizione con attività antagonista: c-
Myc e p53 (Figura 1.16). Per la delineazione di questo “network” sono state prese in 
considerazione solo le interazioni tra fattori di trascrizione e microRNA e tra microRNA ed 
mRNA target confermate in letteratura (Figura 1.15). E’ evidente come i microRNA la cui 
espressione aumenta in funzione dell’età regolino negativamente l’attività di c-Myc, che a 
sua volta ne reprime la trascrizione, e come abbiano interazioni di tipo positivo con p53, 
che in cambio regola positivamente la loro espressione. Viceversa, i microRNA la cui 
espressione diminuisce all’aumentare dell’età hanno interazioni di tipo positivo con c-Myc, 
che ne promuove la trascrizione, e di tipo negativo con p53 (Baumgart et al., sottomesso). 
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Figura 1.15: Interazioni confermate in letteratura tra microRNA la cui espressione aumenta 
all’aumentare dell’età e alcuni regolatori chiave della proliferazione e della senescenza cellulare, 
dell’avanzamento del ciclo cellulare e dell’apoptosi (Baumgart et al., sottomesso). 
 
Figura 1.16: “Network” regolatorio di cui fanno parte i microRNA la cui espressione è regolata in 
modo dipendente dall’età, incentrato su due fattori di trascrizione con attività antagonista: p53 
e c-Myc. Si nota come i microRNA la cui espressione aumenta all’aumentare dell’età (sfondo rosso) 
formino interazioni di tipo positivo con p53 (frecce rosse) che ne promuove la trascrizione, e di 
tipo negativo con c-Myc (frecce verdi), che ne reprime la trascrizione ed è a sua volta regolato 
negativamente da essi. I microRNA la cui espressione diminuisce all’aumentare dell’età (sfondo 
verde) formano interazioni di tipo positivo con c-Myc (frecce rosse), che ne promuove la 
trascrizione, e di tipo negativo con p53 (frecce verdi; Baumgart et al., sottomesso). 
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1.6 Espressione dei microRNA regolati in modo dipendente dall’età in 
embrioni di Danio rerio 
Poiché si vuole utilizzare Danio rerio per verificare che i microRNA regolati in modo 
dipendente dall’età svolgano un ruolo nello sviluppo, è utile conoscere, oltre al modo in 
cui l’espressione di tali microRNA è regolata da un punto di vista temporale, anche il 
modo in cui essa è regolata spazialmente, nei vari tessuti e organi dell’embrione.  
La tecnica che meglio permette di sapere se un certo microRNA viene 
preferenzialmente espresso in determinati organi e tessuti è l’ibridazione in situ “whole-
mount”. La rivelazione dei microRNA attraverso questa metodica si avvale di sonde 
oligonucleotidiche a DNA, modificate con LNA (locked-nucleic acid), complementari al 
miRNA maturo. Gli LNA sono nucleotidi caratterizzati dalla presenza di un legame non 
consueto tra l’ossigeno in 2’ e il carbonio 4’ dello zucchero (furanosio biciclico): possono 
essere utilizzati, mescolati a residui di DNA o RNA, per la sintesi chimica di oligomeri che 
risultano stabili ad alte temperature e si rendono estremamente utili come sonde per la 
rivelazione di brevi molecole di RNA (Koshkin et al., 1998; Válóczi et al., 2004). Oggi tali 
oligomeri sono estesamente utilizzati per l’ibridazione in situ dei miRNA (metodica 
considerata problematica fino all’avvento di questi oligonucleotidi sintetici) grazie alle 
loro proprietà chimiche, che garantiscono grande affinità per le brevi molecole di RNA e 
stabilità d’ibridazione, aumentando considerevolmente la sensibilità dell’ibridazione in 
situ nei confronti dei miRNA (Wienholds et al., 2005; Kloosterman et al., 2006). 
Per quanto riguarda i microRNA invecchiamento-specifici, miR-15a è necessario, in 
D. rerio, per il corretto sviluppo dell’orecchio interno, organo in cui è espresso sin da stadi 
precoci dello sviluppo (Friedman LM et al., 2009). E’ inoltre espresso nella testa, nella 
spina dorsale, nei neuromasti del sistema della linea laterale, nell’intestino e nei somiti: in 
embrioni di 72h, miR-15a (come miR-16, appartenente alla stessa famiglia) è espresso nel 
cervello, ma non nella zona del confine mesencefalo-rombencefalo (Figura 1.17.A). In 
embrioni di 72h, miR-23a è espresso negli archi faringei, nella cavità orale, nelle valvole 
cardiache e nella porzione più posteriore della coda (Figura 1.17.B). MiR-26a (come miR-
26b, appartenente alla stessa famiglia) è espresso ubiquitariamente, in somiti, intestino, 
spina dorsale e neuromasti, e in maniera evidente nel cervello di embrioni di 72h, 
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momento terminale dell’embriogenesi di Danio rerio in cui i neuroni differenziati 
prevalgono nettamente sui neuroblasti (Figura 1.17.C; Wienholds et al., 2005).  
Il lavoro su larga scala condotto su D. rerio da Wienholds e colleghi (dal quale 
proviene la maggior parte dei dati riportati in questo paragrafo) i quali hanno analizzato 
mediante ibridazione in situ “whole-mount” la regolazione spaziale dell’espressione di 
115 miRNA conservati nei vertebrati, suggerisce che sia miR-29a che miR-101a non siano 
sufficientemente espressi a stadi precoci dello sviluppo per essere rilevabili mediante 
questa tecnica. Secondo questi autori, miR-145 è espresso in intestino, cistifellea, 
branchie, vescica natatoria, pinne, cuore e orecchio in embrioni di D. rerio di 72h (Figura 
1.17.D). Altri autori riportano come allo stadio di 14-19 somiti (16h    19h) l’espressione di 
miR-145 non sia elevata ma ubiquitaria, mentre in embrioni di 96h è ristretta alle cellule 
del muscolo liscio dell’intestino, al cuore, alla vescica natatoria, agli archi faringei e 
all’orecchio interno (Figure 1.17.E e 1.17.F; Zeng et al., 2009). MiR-338 è invece espresso 
prevalentemente nei nervi e nei gangli del sistema della linea laterale in larve di cinque 
giorni di età (Figura 1.17.G; Wienholds et al., 2005). 
Infine, i microRNA del cluster 17~92 vengono espressi sin da stadi estremamente 
precoci dell’embriogenesi di D. rerio: ad esempio, miR-17-5p è espresso in maniera 
marcata e ubiquitaria in embrioni di 18h (Figura 1.17.H), mentre nel cervello di larve di 5 
giorni di età la sua espressione è ristretta spazialmente al tetto ottico e al confine tra 
mesencefalo e rombencefalo (Figura 1.17.J). Anche per gli altri microRNA del cluster 
17~92 analizzati è possibile affermare che l’espressione non è ristretta spazialmente ed è 
generalmente piuttosto elevata: miR-19b è ubiquitariamente e massicciamente espresso 
in embrioni di 24h e 72h (Figura 1.17.I), soprattutto nell’occhio e nel rombencefalo; miR-
20 ha, a 72h, un pattern di espressione simile a miR-19b, anche se sembra essere 
espresso in maniera ancora più elevata nella testa (Figura 1.17.L). Allo stesso modo, 
l’espressione di miR-18 è ubiquitaria: per quanto riguarda questo microRNA, è evidente 
come nel cervello di embrioni di 72h esso venga maggiormente espresso nelle zone di 
attiva proliferazione dei progenitori neurali: tetto ottico e confine tra mesencefalo e 
rombencefalo (Figura 1.17.K). Un pattern molto simile a quello di miR-18 è mostrato da 
miR-92, espresso ubiquitariamente in embrioni di 72h ma prevalentemente nella regione 
di confine tra mesencefalo e rombencefalo (Figura 1.17.M; Wienholds et al., 2005). 
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Figura 1.17: Immagini di ibridazioni in situ “whole-mount” su embrioni di Danio rerio per la 
rivelazione dei microRNA regolati in modo dipendente dall’età. A: miR-15a è espresso nella testa 
e nell’intestino a 72h: è abbondantemente espresso nel cervello, ma non nella zona del confine 
mesencefalo-rombencefalo. B: miR-23a è espresso negli archi faringei, nella cavità orale, nelle 
valvole cardiache e nella porzione più posteriore della coda. C: miR-26a è espresso in somiti, 
intestino, spina dorsale e neuromasti, e in maniera evidente nel cervello (72h). D: miR-145 è 
espresso in intestino, cistifellea, branchie, vescica natatoria, pinne, cuore e orecchio (72h; 
Wienholds et al., 2005). E,F: a 19h l’espressione di miR-145 non è elevata ma ubiquitaria (E), 
mentre a 96h è ristretta a: cellule del muscolo liscio dell’intestino, cuore, vescica natatoria, archi 
faringei e orecchio interno (F; Zeng et al., 2009). G: miR-338 è espresso nei nervi e nei gangli del 
sistema della linea laterale in larve di 5 giorni. H,I: miR-17-5p è espresso in maniera marcata e 
ubiquitaria a 18h (H), così come miR-19b a 24h (I). J: nel cervello di larve di 5 giorni miR-17-5p è 
espresso nel tetto ottico e nel confine mesencefalo-rombencefalo. K: miR-18, nel cervello di 
embrioni di 72h, viene marcatamente espresso nel tetto ottico e nel confine tra mesencefalo e 
rombencefalo. L: miR-20 è espresso in modo ubiquitario e marcato, soprattutto nella testa. M: il 
pattern di espressione di miR-92 è molto simile a quello di miR-18 (Wienholds et al., 2005). 
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Capitolo 2: Scopo della tesi 
 
Lo scopo di questo lavoro di tesi è verificare l’ipotesi secondo cui microRNA 
associati all’invecchiamento possono svolgere un ruolo nel differenziamento neuronale. I 
microRNA regolati in modo dipendente dall’età nel cervello di Nothobranchius furzeri ed 
analizzati in questo lavoro sono stati scelti per il loro noto ruolo di oncosoppressori e 
poiché il tipo di regolazione dipendente dall’età è conservato in Danio rerio e topo. 
L’analisi del ruolo nello sviluppo neurale è condotta in embrioni di Danio rerio: l’intento è 
quello di confrontare embrioni in cui si ha guadagno di funzione di microRNA associati 
all’invecchiamento con embrioni selvatici sul piano del rapporto tra neuroni differenziati e 
neuroblasti e di verificare l’ipotesi che tale rapporto sia sproporzionato in favore dei 
neuroni differenziati negli embrioni in cui si ha guadagno di funzione di microRNA 
associati all’invecchiamento. 
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Capitolo 3: Materiali e Metodi 
 
3.1 Utilizzo di Nothobranchius furzeri come sistema modello 
3.1.1 Stabularizzazione e riproduzione 
Gli animali vivono in un sistema di 15 vasche comunicanti di fattura artigianale, 
poste su 3 piani. Ciascuna vasca ha dimensioni 120cm x 30cm x 40cm ed è in grado di 
accogliere al massimo 10-15 adulti. I pesci sono tenuti separati in base alla linea di 
appartenenza (MZM-04/10 Group, MZM-04/10 PerLate, GRZ-AD) e alla data di nascita. La 
temperatura dell’acqua è mantenuta ad un valore compreso tra i 24 e i 26°C ed il pH è 
compreso tra 7 e 7,5. La durezza dell’acqua è mediamente bassa. 
La luce nella stanza dove alloggia il sistema non è regolata, pertanto i pesci vivono 
secondo il ritmo circadiano naturale.  
Gli animali vengono nutriti due volte al giorno. Tra un pasto e l’altro devono 
intercorrere almeno 4 ore. Il cibo fornito loro consiste in larve di Chironomus conservate 
alla temperatura di -20°C, acquistate presso “Aquarium”, di Mantovani Alberto e 
somministrate ancora congelate. A seconda della dimensione degli adulti, è necessario 
tagliare le larve in porzioni più piccole per facilitare i pesci nel prenderle. Fino alla prima 
settimana di vita, i pesci vengono nutriti con due pasti giornalieri consistenti in Artemia 
salina, cibo vivo venduto da Coppens con il nome di “Premium Artemia”. Superata la 
prima settimana, fino ad un mese di vita, l’Artemia viene fornita dopo un periodo di 
arricchimento di 24h. Dopo il primo mese di vita è possibile passare all’utilizzo delle larve 
sminuzzate. 
Ogni due giorni, il fondo di ciascuna vasca è pulito utilizzando un sifone e 
complessivamente viene sostituito circa un terzo dell’acqua dell’intero sistema.  
Individui di sesso maschile e di sesso femminile vengono mantenuti nella medesima 
vasca, evitando la situazione di sovrannumero dei maschi rispetto alle femmine. Al fine di 
raccogliere uova fecondate, vengono adagiate sul fondo delle vasche dei recipienti in 
plastica contenenti sabbia sottile di fiume, dove le femmine depongono le uova sotto lo 
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stimolo dei maschi. Le uova vengono raccolte filtrando la sabbia con uno strumento 
dotato di una rete che non permetta il passaggio delle uova. Una volta raccolte, queste 
ultime vengono poste in una piastra Petri contenente torba asciutta e sterilizzata 
mediante bollitura, utilizzando una pinzetta in metallo. In ciascuna piastra Petri possono 
essere poste al massimo 70-80 uova. La piastra è successivamente chiusa e sigillata 
mediante Parafilm. Le piastre vengono conservate a temperatura ambiente 
(indicativamente 25°C) in un luogo asciutto.  
Ad intervalli di tempo non necessariamente regolari, è possibile aprire le piastre per 
osservare lo stato delle uova. Per quest’operazione viene utilizzato un microscopio da 
dissezione. E’ utile togliere, utilizzando una pinzetta, le uova in decomposizione. 
L’osservazione delle uova è l’unico strumento disponibile per poter verificare se un 
embrione è pronto per la schiusa o no. Un embrione è considerato pronto per la schiusa 
quando è completamente formato e pigmentato, quando presenta occhi con iride dorato, 
mostra una vivace motilità, ed il chorion in cui è racchiuso è divenuto meno rigido. La 
schiusa viene effettuata preparando una vasca in plastica, di dimensione congrua al 
numero di uova che verranno schiuse, con acqua portata alla temperatura di 15°C 
mediante ghiaccio. Una volta che l’acqua ha raggiunto tale temperatura, le uova vengono 
riversate nella vasca. E’ consigliabile mantenere i nuovi nati in queste vasche di schiusa 
per almeno il primo mese di vita, prima di trasferirli nell’acquario.  
 
3.1.2 Preparazione del cibo vivo Artemia salina 
Premium Artemia, acquistata presso Coppens, consiste in cisti di Artemia salina 
liofilizzate, da conservare alla temperatura di 4°C. La schiusa delle cisti è ottenuta 
ponendo 2-3g di cisti in un infusore, collegato ad un areatore e contenente 500ml di 
acqua e sale marino al 20%, entro cui viene immessa continuamente aria per 24h. Dopo 
24h è possibile raccogliere l’Artemia schiusa, utilizzando un setaccio che permetta il 
passaggio solo dell’acqua. Può essere utile lavare l’Artemia così raccolta sotto l’acqua 
corrente per eliminare il sale, prima di disporla in un contenitore con il volume desiderato 
d’acqua.  
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Inoltre, è possibile arricchire l’Artemia schiusa dopo 24h immettendola, dopo averla 
setacciata e lavata, in un infusore, collegato ad un areatore, contenente 500ml di acqua, 
sale marino al 40%, e il contenuto di una capsula di proteine per pesci SHG. Trascorse 24h 
è possibile raccogliere l’Artemia arricchita.  
 
3.2 Utilizzo di Danio rerio come sistema modello 
3.2.1 Stabularizzazione 
I pesci vengono mantenuti in un acquario acquistato presso Tecniplast (Varese): 
ZebTEC Benchtech Aquatic system, a 20 vasche non comunicanti tra loro. Ciascuna vasca 
è in grado di contenere al massimo 15-20 pesci adulti. Temperatura dell’acqua, pH e 
conduttività sono quotidianamente monitorati affinché non si discostino 
significativamente dai valori indicati dalla ditta. La temperatura è mantenuta a 28,5°C, il 
pH a 7,5 e la conduttività a 0,5 μS. Qualora i valori subiscano un’importante variazione 
rispetto agli standard, è necessario operare secondo quanto raccomandato dalla ditta 
fornitrice del sistema.  
Gli esemplari di Danio rerio vivono secondo il ritmo circadiano imposto dal timer 
che controlla l’accensione e lo spegnimento delle luci artificiali della stanza dove è 
alloggiato il sistema: queste si accendono tutti i giorni alle 9:30 e si spengono alle 23:30.  
Gli animali hanno a disposizione tre pasti giornalieri, somministrati ad almeno 2 ore 
di distanza l’uno dall’altro. Il cibo (SDS, UK) consiste in granuli, disponibili in quattro 
dimensioni diverse. Il venditore fornisce le informazioni necessarie per sfruttare i quattro 
formati in cui viene fornito il cibo, a seconda dell’età e delle dimensioni dei pesci. Oltre al 
cibo secco in granuli, gli animali di età inferiore ai 2 mesi vengono nutriti con Artemia 
salina. Quest’ultima viene somministrata due volte al giorno anche agli animali utilizzati in 
maniera particolarmente intensiva per la riproduzione.  
Il volume d’acqua contenuta in ogni singola vasca del sistema è monitorato 
quotidianamente come indicazione del buon funzionamento del filtro meccanico che si 
trova sul retro di ciascuna vasca. Il livello dell’acqua deve mantenersi al di sotto di 4-5 cm 
a partire dal bordo superiore della vasca. Qualora il livello sia superiore è necessario 
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pulire il fondo della vasca, il filtro tubulare e il filtro in plastica forato. Anche il flusso 
d’acqua entrante in ciascuna vasca è monitorato: qualora si presenti diseguale tra le varie 
vasche, o intermittente, è necessario verificare il corretto funzionamento del filtro a 
carbone e del filtro per il particolato attraverso cui passa l’acqua in uscita dall’intero 
sistema. Il filtro a carbone viene sostituito una volta al mese, mentre il filtro del 
particolato una volta ogni due settimane. Indipendentemente dai fattori considerati 
precedentemente, il filtro a sacco dell’acquario viene cambiato una volta a settimana. 
Anche le soluzioni che il sistema utilizza per mantenere costanti conduttività e pH 
vengono preparate una volta a settimana: la soluzione utilizzata per il pH consiste in 
Bicarbonato di Sodio (Sigma) alla concentrazione di 30g/L preparato in acqua d’osmosi; la 
soluzione utilizzata per la conduttività consiste in sale marino alla concentrazione di 30g/L 
in acqua d’osmosi. E’ utile, infine, pulire accuratamente le vasche almeno una volta alla 
settimana. 
 
3.2.2 “Breeding” 
Per effettuare gli esperimenti di microiniezione è stata utilizzata un’unica linea 
commerciale di pesci Danio rerio selvatici.  
Gli accoppiamenti vengono preparati il giorno precedente l’iniezione. Le vasche 
entro cui avverrà la deposizione delle uova consistono in un sistema di due contenitori 
posti l’uno dentro l’altro. Il contenitore più interno è dotato di fessure di dimensione tale 
che non possano essere attraversate dagli animali. Sopra la superficie scanalata del 
contenitore interno viene posta una manciata di biglie di plastica colorate, che non 
possono attraversare le fessure. Ciascuna vasca da “breeding” così preparata viene poi 
riempita d’acqua proveniente dal sistema Tecniplast, ed ospiterà tre pesci maschi e due 
femmine prelevati dall’acquario. Le vasche da “breeding” vengono poi poste in un 
bagnetto riscaldato alla temperatura di 28°C dove rimarranno fino alla mattina seguente.  
All’accensione della luce, il mattino seguente, le vasche da “breeding” vengono 
prelevate dal bagnetto, e, sfruttando il sistema dei doppi contenitori, viene sostituita 
l’acqua con nuova acqua prelevata dal sistema. A questo punto avviene la deposizione 
delle uova da parte delle femmine e la fecondazione da parte dei maschi. Le uova 
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attraversano le fessure del contenitore più interno, andandosi ad accumulare sul fondo 
del contenitore più esterno. In questo modo sono facilmente visibili e protette dagli 
animali stessi, che altrimenti tenderebbero a cibarsene.  
Le uova, raccolte mediante un retino, possono essere lasciate sviluppare oppure 
possono essere utilizzate per la microiniezione. Qualora si voglia lasciar crescere gli 
embrioni, le uova dovranno essere poste in piastre Petri riempite con l’acqua 
dell’acquario (indicativamente 30ml), nel numero di 50 per piastra. Le piastre vengono 
poste in un incubatore alla temperatura di 28°C. Ogni giorno, per una settimana, è 
necessario sostituire l’acqua con acqua pulita proveniente dall’acquario, avendo cura di 
eliminare gli embrioni morti. Dopo una settimana, è possibile cominciare a far crescere i 
pesci in piccoli contenitori, la cui acqua dovrà essere frequentemente sostituita. 
 
3.2.3 Microiniezione 
Le uova raccolte per la microiniezione vengono poste momentaneamente in una 
piastra Petri riempita con acqua dell’acquario, da cui verranno poi prelevate per 
procedere all’iniezione.  
Per le iniezioni si è utilizzato un sistema ad aria compressa acquistato da Tritech 
Research (Los Angeles, USA), in grado di mantenere la pressione erogata costante, ad un 
valore pari a 27psi, al quale viene collegato l’ago contenente la soluzione da iniettare. E’ 
presente una valvola il cui tempo di apertura è regolabile manualmente, in modo che 
possa essere prolungato o abbreviato, cosa che permettere di controllare la quantità di 
soluzione che fuoriesce dall’ago quando viene aperta la valvola. L’apertura della valvola è 
azionata mediante pressione del pedale collegato al sistema.  
Gli aghi utilizzati per le microiniezioni sono prodotti a partire da capillari “3,5 
Drummond #3-000-203-G/X”, che vengono tirati utilizzando il puller P-30 Vertical 
Micropipette Puller (Setter Instrument), con parametri di heat = 450 e pull = 950. Gli aghi 
prodotti in questo modo devono essere resi pervi mediante rottura della punta, 
operazione che viene svolta con l’ausilio del microscopio ottico e di pinzette in acciaio.  
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Tutti i miRNA mimics e miRNA inhibitors sono stati acquistati da Qiagen (liofilizzati 
in tubi contenenti 5nmol di prodotto) e preparati utilizzando acqua RNAse Free fornita da 
Qiagen insieme ai prodotti. Per gli esperimenti di microiniezione, vengono utilizzate 
aliquote di 3μl provenienti dalla soluzione madre, precedentemente preparate e 
conservate alla temperatura di -20°C. Ad ogni aliquota vengono aggiunti 0,3μl di Phenol 
Red (Sigma-Aldrich), per poi immettere il volume totale di 3,3μl nell’ago da iniezione. A 
questo punto è possibile collegare l’ago al microiniettore e renderlo pervio.  
In ciascun esperimento di microiniezione si è iniettato un volume pari ad 1nl di 
soluzione di miRNA mimic o miRNA inhibitor nel vitello di uova fecondate allo stadio di 
una, due o quattro cellule. Il volume della soluzione da iniettare è impostato con l’ausilio 
del meccanismo di regolazione di apertura della valvola della pressione e di un vetrino 
graduato.  
Le uova da iniettare vengono prelevate dalla Petri dove sono state raccolte e 
vengono poste sul bordo di un vetrino da microscopia alloggiato dentro una piastra Petri, 
avendo cura di eliminare tutta l’acqua. Una volta impostato il volume della soluzione da 
iniettare è possibile procedere con l’esperimento. Per tutte le iniezioni è stato utilizzato il 
microscopio Olympus SZH, avvalendosi di un ingrandimento totale pari a 25x.  
Al termine dell’esperimento, le uova iniettate e quelle non iniettate che fungono da 
controllo vengono poste in piastre Petri contenenti 30ml di acqua proveniente 
dall’acquario, nel numero di 50 per piastra; le piastre vengono poste in un incubatore che 
mantiene la temperatura a 28°C.  
 
3.2.4 Fissazione e conservazione degli embrioni 
Per la fissazione degli embrioni da sfruttare per successive analisi, si utilizza una 
soluzione al 4% di paraformaldeide (powder 95%, Sigma-Aldrich) in PBS 1x (Phosphate 
Buffered Saline, tablets, Sigma-Aldrich).  
Gli embrioni da fissare vengono decorionati manualmente e spostati, in un numero 
massimo che può variare da 20 per embrioni di 24h o più precoci a 15 per embrioni di 48h, 
in una Falcon da 15ml. E’ necessario eliminare il maggior quantitativo di acqua possibile 
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prima di immettere la soluzione di PFA al 4%. Per il quantitativo di embrioni sopraindicato 
sono sufficienti 6-8ml di PFA 4% preparata fresca. La fissazione è completa dopo 
incubazione over night (ON) alla temperatura di 4°C.  
Al fine di conservare gli embrioni inalterati per un periodo di alcuni mesi, al termine 
della fissazione è necessario:  
1. Eliminare accuratamente tutta la PFA  
2. Lavare gli embrioni, ancora contenuti nella Falcon, in una soluzione di PBST (PBS 1x 
a cui è addizionato Tween®20 viscous liquid, Sigma-Aldrich, alla concentrazione di 
0,1%) in agitazione per 1h RT 
3. Eliminare il PBST ed effettuare un lavaggio in agitazione per 2h RT in una soluzione 
costituita per il 50% da PBST e per il restante 50% da metanolo assoluto 
4. Eliminare la soluzione di PBST/metanolo e immettere nella Falcon 8 ml di metanolo 
assoluto. Lasciare in agitazione per 30’ RT e conservare alla temperatura di -20°C. 
 
3.2.5 Immunoistochimica “whole-mount” 
E’ stato utilizzato il medesimo protocollo per tutti gli esperimenti di 
immunoistochimica, valido per embrioni dalle 10h alle 48h. Al fine di migliorare la 
visualizzazione della fluorescenza, si è prevenuta la pigmentazione degli embrioni 
aggiungendo al mezzo di crescita, durante la ventiquattresima ora di vita, Feniltiourea allo 
0,0003%. 
Il protocollo proposto suddivide l’esperimento in tre giorni di lavoro. E’ possibile 
iniziare l’immunoistochimica “whole-mount” sia una volta terminata la fissazione degli 
embrioni in PFA 4%, sia utilizzando embrioni conservati in metanolo assoluto a -20°C. Nel 
primo caso, è necessario omettere i punti 1-3 del primo giorno. 
Primo giorno: 
1. Eliminare il metanolo assoluto e immettere nelle Falcon 8ml circa di una soluzione 
composta per il 70% da metanolo assoluto e per il 30% da PBST. Mantenere in 
agitazione per 10’ 
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2. Eliminare la soluzione e immettere 8ml circa di una soluzione composta per il 50% 
da metanolo assoluto e per la restante metà da PBST. Mantenere in agitazione per 
10’ 
3. Eliminare la soluzione e immettere 8ml circa di una soluzione composta per il 30% 
da metanolo assoluto e per il 70% da PBST. Mantenere in agitazione per 10’ 
4. Eliminare la soluzione e fare due lavaggi in PBST della durata di 10’, in agitazione 
5. Trasferire gli embrioni in Eppendorf da 1,5ml ed eliminare tutto il PBST. Immettere 
1,5ml di acqua deionizzata e mantenere in agitazione per 5’ 
6. Eliminare l’acqua e immettere nelle Eppendorf 1,5ml di acetone appena tolto dal 
frigo in cui è conservato a -20°C. Questo passaggio non viene svolto in agitazione ed 
ha una durata non prolungabile di 7’ 
7. Eliminare l’acetone e sostituirlo con acqua deionizzata. Lasciare 5’ in agitazione 
blanda (gli embrioni dopo il passaggio in acetone sono più fragili) 
8. Eliminare l’acqua e immettere 1,5ml di PBST. Mantenere in agitazione blanda per 5’ 
9. Spostare gli embrioni dalle Eppendorf nei pozzetti di una piastra 24 well. Un 
pozzetto può accogliere al massimo 20 embrioni. Dopo aver eliminato il PBST, 
aggiungere 800μl di “blocking solution”. Lasciare in agitazione per 2h. 
10. Eliminare accuratamente la “blocking solution” e immettere in ciascun pozzetto 
200μl di soluzione contenente l’anticorpo primario, precedentemente preparata 
diluendo l’anticorpo (secondo necessità) nella “working/washing solution”. Un 
volume di 200μl totale è sufficiente per 20 embrioni. 
11.  Lasciare in agitazione non per più di 15’ ed incubare a 4°C O.N. 
 
Secondo giorno: 
 
1. Fare 7 lavaggi di 15’ ciascuno, in agitazione, immettendo in ciascun pozzetto 1ml di 
“working/washing solution”. Il primo lavaggio è svolto senza togliere l’anticorpo. 
2. Un lavaggio di 2h in agitazione in “working/washing solution” (è sufficiente 1ml per 
pozzetto) 
3. Rimuovere la “working/washing solution” e immettere in ciascun pozzetto 200μl di 
soluzione contenente l’anticorpo secondario; 200μl è un volume sufficiente per 20 
embrioni. 
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4. Lasciare in agitazione per non più di 15’ ed incubare a 4°C O.N. 
 
Terzo giorno: tutti i passaggi seguenti devono essere svolti cercando di minimizzare il più 
possibile il tempo di esposizione degli embrioni alla luce.  
 
1. Fare 7 lavaggi di 15’ ciascuno, in agitazione, immettendo in ciascun pozzetto 1ml di 
“working/washing solution”. Il primo lavaggio è svolto senza togliere l’anticorpo. 
2. Un lavaggio di 2h in agitazione in “working/washing solution” (è sufficiente 1ml per 
pozzetto) 
3. Eliminare la “working/washing solution” e fare due lavaggi di 10’ l’uno in PBST, in 
agitazione 
4. Trasferire gli embrioni in Eppendorf, togliere accuratamente tutto il PBST ed 
aggiungere a ciascuna Eppendorf 1,4ml di una soluzione composta per l’87% da 
glicerolo (for molecular biology, ≥99%, Sigma-Aldrich) e per il 13%  da PBST. Le 
Eppendorf non devono risultare colme.  
5. Tenere le Eppendorf in agitazione per 30’ 
6. Conservare a -20°C 
Dove non è indicato altrimenti, si intende a temperatura ambiente. 
 
3.2.6 Immunoistochimica “whole-mount” con “Antigen retrival” 
Questo protocollo è stato messo a punto come adattamento da Inoue e Wittbrodt, 
2011, al fine di rivelare antigeni che non è stato possibile rivelare utilizzando il protocollo 
precedentemente proposto; è da intendersi sostituivo dei punti 1-8 del protocollo 
“Immunoistochimica whole-mount, primo giorno”. Anche in questo caso, è possibile 
applicare questa metodica sia utilizzando come materiale iniziale embrioni per cui è 
appena terminata la procedura di fissazione, sia embrioni conservati in metanolo assoluto 
a -20°C. Nel primo caso, è necessario omettere i punti 1-3 di questo protocollo.  
1. Eliminare il metanolo assoluto e immettere nelle Falcon 8ml circa di una soluzione 
composta per il 70% da metanolo assoluto e per il 30% da PBST. Mantenere in 
agitazione per 10’ 
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2. Eliminare la soluzione e immettere 8ml circa di una soluzione composta per il 50% 
da metanolo assoluto e per la restante metà da PBST. Mantenere in agitazione per 
10’ 
3. Eliminare la soluzione e immettere 8ml circa di una soluzione composta per il 30% 
da metanolo assoluto e per il 70% da PBST. Mantenere in agitazione per 10’ 
4. Eliminare la soluzione e fare 3 lavaggi in PBST, in agitazione, della durata di 10’ 
ciascuno 
5. Togliere accuratamente il PBST e aggiungere circa 10ml di Tris HCl 150mM pH = 9. 
Lasciare 5’ a RT, poi spostare le Falcon in un bagnetto preriscaldato a 70°C per 15’. 
Successivamente lasciar raffreddare gli embrioni a RT per 5’ 
6. Eliminare accuratamente la soluzione e fare 2 lavaggi in PBST di 10’ ciascuno, in 
agitazione 
7. Trasferire gli embrioni in Eppendorf da 1,5ml ed eliminare tutto il PBST. Immettere 
1,5ml di acqua deionizzata e fare 2 lavaggi di 5’ ciascuno in agitazione 
8. Eliminare l’acqua e immettere nelle Eppendorf 1,5ml di acetone appena tolto dal 
frigo in cui è conservato a -20°C. Questo passaggio non viene svolto in agitazione ed 
ha una durata non prolungabile di 15’ 
9. Eliminare l’acetone e sostituirlo con acqua deionizzata. Fare 2 lavaggi di 5’ in 
agitazione blanda (gli embrioni dopo il passaggio in acetone sono più fragili) 
10. Eliminare l’acqua e immettere 1,5ml di PBST. Fare 2 lavaggi di 5’ ciascuno in 
agitazione blanda 
11. Procedere con il punto 9, primo giorno, del protocollo “Immunoistochimica whole-
mount”. 
Dove non è indicato altrimenti, si intende a temperatura ambiente. 
 
3.2.7 Soluzioni IHC ed anticorpi 
Per ogni esperimento di immunoistochimica “whole-mount”, anche nel caso in cui si 
sia applicata la procedura di “Antigen retrival”, sono state utilizzate le seguenti soluzioni: 
1. PBST: PBS 1x (tablet, Sigma-Aldrich) a cui è addizionato Tween®20 (viscous liquid, 
Sigma-Aldrich) alla concentrazione di 0,1% 
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2. “Blocking solution”: BSA (Albumin from bovine serum, lyophilized powder ≥98%, 
Sigma-Aldrich) 1% + DMSO (sterile-filtered, suitable for cell culture, Sigma) 1% + 
Goat serum (Sigma) 5% in PBST 
3. “Working/washing solution”: BSA (Albumin from bovine serum, lyophilized powder 
≥98%, Sigma-Aldrich) 1% + DMSO (sterile-filtered, suitable for cell culture, Sigma) 
1% in PBST 
4. “Antigen retrival solution”: Trizma® Base, Sigma 
Di seguito vengono indicati gli anticorpi primari e secondari utilizzati in questo 
lavoro, con relative concentrazioni. Solo dove esplicitamente espresso, si è rivelato 
necessario sfruttare la metodica dell’”Antigen retrival”: 
1. Anti-HuC/D mouse monoclonal antibody 16A11, Invitrogen. Fattore di diluizione = 
50. Utilizzato con “Antigen retrival”. Rivelazione mediante: Goat Anti-mouse Alexa 
Fluor® 568, Invitrogen. Fattore di diluizione dell’anticorpo secondario = 200. 
2. Monoclonal Anti-β-Tubulin III (neuronal), Clone 2G10 produced in mouse, purified 
immunoglobulin (Sigma-Aldrich). Fattore di diluizione = 1000. Rivelazione mediante: 
Goat Anti-mouse Alexa Fluor® 488, Goat Anti-mouse Alexa Fluor® 568, Invitrogen. 
Fattore di diluzione dell’anticorpo secondario = 200. 
3. Musashi-1 (D46A8) XP® Rabbit mAb, Cell signaling. Fattore di diluizione = 100. 
Rivelazione mediante: Goat Anti-rabbit Alexa Fluor® 488, Invitrogen. Fattore di 
diluizione dell’anticorpo secondario = 200. 
4. Anti-PCNA antibody, Rabbit polyclonal (ab2426), abcam®. Fattore di diluizione = 500. 
Utilizzato con “Antigen retrival”. Rivelazione mediante: Goat Anti-rabbit Alexa 
Fluor® 488, Invitrogen. Fattore di diluizione dell’anticorpo secondario = 200. 
Qualora si siano utilizzati due anticorpi primari nel medesimo esperimento, di cui 
solo uno necessitante di “Antigen retrival”, la procedura di “Antigen retrival” è stata 
applicata comunque, dato che non interferisce in alcun modo con la rivelazione di 
antigeni per cui non è necessaria. 
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3.2.8 Conservazione di embrioni per estrazione di RNA 
Per la conservazione degli embrioni di Danio rerio, finalizzata all’estrazione dell’RNA 
e alla quantificazione dell’espressione genica dei microRNA mediante PCR quantitativa, si 
è utilizzato Qiazol (Qiagen) nella quantità di 700μl ogni 10 embrioni. Gli embrioni vengono 
prelevati dalla piastra di crescita ed immessi in una Eppendorf da 1,5ml, senza essere 
decorionati. E’ necessario eliminare accuratamente tutta l’acqua e sostituirla 
tempestivamente con il Qiazol; dopo aver atteso alcuni minuti si può procedere, 
facoltativamente, alla disintegrazione degli embrioni, agitando delicatamente la soluzione 
oppure mediante l’uso di un pestello. Gli embrioni in Qiazol possono essere mantenuti 
alla temperatura di -80°C, senza che l’RNA sia degradato, anche per alcuni mesi. 
 
3.3 Immagini 
3.3.1 Acquisizione ed elaborazione delle immagini in luce bianca 
Tutte le immagini in luce bianca sono state acquisite utilizzando il microscopio 
Olympus SZH. La fotocamera istallata su questo microscopio è una Nikon DS-Fi1-U2, 
gestibile interamente attraverso il software in dotazione: Nis-Elements F3.0. I parametri 
impostati per tutte le foto scattate con questo strumento si sono attenuti il più possibile 
ai seguenti: 
 Format: 2560x1920 
 Exposure: AE 15ms (+1,6/1,3/1,0 EV) 
 Gain : 1.00x 
 Noise Reduction : ON 
 White Balance : 1.18, 1.00, 2.20 
 Saturation 0.00 
 Hue: 0.00 
 Offset: 0.00 
 Contrast: Antireflex 
 Sharpness: Lowest 
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Tutte le immagini di embrioni dell’età di 24h sono state scattate ad un 
ingrandimento totale di 40x, mentre tutte le immagini di embrioni di 48h sono state 
scattate ad un ingrandimento totale di 30x. Non ci si è avvalsi degli strumenti di 
fotoritocco presenti nel software in dotazione con la fotocamera. 
Al fine di migliorare la qualità e l’informatività delle immagini, tutti gli embrioni, 
prima essere fotografati, sono stati decorionati manualmente ed isolati in una piastra 
Petri contenente acqua del sistema Tecniplast (indicativamente 30ml) con l’aggiunta di 
1ml di Tricaina metansolfonato per annullare i movimenti degli embrioni.  
Con l’intento di esaltare la morfologia degli organi e dei tessuti, si è provveduto a 
prevenire la pigmentazione degli embrioni aggiungendo al mezzo di crescita degli stessi 
Feniltiourea 0,0003% durante la ventiquattresima ora di vita. In questo modo gli embrioni 
di 48h risultano quasi del tutto privi di pigmentazione.  
L’elaborazione delle immagini ottenute con queste modalità è stata effettuata 
utilizzando il software open-source GIMP 2 (The GNU Image Manipulation Program, 
release 2.6.11), tramite il quale si è voluto rendere le fotografie più nitide, pulite e di 
immediata comprensione, senza alterare in alcun modo il contenuto informativo delle 
stesse. 
 
3.3.2 Acquisizione ed elaborazione delle immagini tramite microscopia confocale 
I risultati degli esperimenti di immunoistochimica “whole-mount” sono stati 
visionati con l’ausilio del microscopio confocale TCS SP2 AOBS di Leica.  
Gli embrioni sono conservati in Eppendorf da 1,5ml immersi in una soluzione di 
glicerolo 87% e PBST. Per poter passare alla fase di visualizzazione ed acquisizione delle 
immagini, è necessario: 
1. Trasferire gli embrioni comprensivi di tutta la soluzione di glicerolo/PBST in Falcon 
da 15ml.  
2. Aggiungere 10ml di PBST e lasciare in agitazione per 30’ mantenendo gli embrioni al 
riparo dalla luce 
  
 
57 Materiali e Metodi 
3. Eliminare tutta la soluzione e immettere 10ml di PBST. Lasciare in agitazione per 30’ 
mantenendo gli embrioni al riparo dalla luce. Al termine del lavaggio, lasciare che gli 
embrioni si depositino sul fondo delle Falcon. 
4. Riscaldare a 35°C  una soluzione di Low Melting Agar (BioRad) al 2% in PBS, per il 
tempo necessario alla totale liquefazione 
5. Eliminare tutto il PBST e immettere indicativamente 2ml di Low Melting Agar nelle 
Falcon 
6. Prelevare gli embrioni e l’Agar e stendere il tutto su un vetrino da microscopia 
7. Con l’ausilio del microscopio ottico e di uno strumento dalla punta molto sottile, 
disporre gli embrioni sul vetrino nella posizione desiderata. Terminare l’operazione 
prima che l’Agar si solidifichi 
8. Attendere la completa solidificazione dell’Agar e porre, sullo strato di Agar 
contenente gli embrioni orientati, un vetrino coprioggetto 
Questa metodica è utile al fine di immobilizzare completamente gli embrioni, cosa 
strettamente necessaria per acquisire immagini di buona qualità.  
Tutte le immagini sono state acquisite con l’ausilio del software Leica Confocal 
Software, fornito in dotazione. Le lunghezze d’onda di emissione dei laser sono state 
impostate secondo le direttive della casa produttrice degli anticorpi secondari. Ove 
utilizzati due anticorpi secondari sui medesimi embrioni, si è preferito acquisire il segnale 
nei due canali di emissione separatamente, non avvalendosi dello strumento fornito dal 
software che permette l’illuminazione sequenziale di ciascun piano prima con un laser e 
poi con l’altro, al fine di evitare una possibile sovrapposizione del segnale e la creazione di 
artefatti. Le immagini sono state acquisite con un obiettivo 20x ad aria. Si è cercato di 
mantenere il più possibile gli stessi parametri d’acquisizione per le due fluorescenze, pur 
proponendosi di ottimizzare la qualità dell’immagine, pertanto alcuni valori sono indicati 
come range. I parametri utilizzati sono i seguenti: 
 Gain per fluorescenza verde: 350-500 
 Gain per fluorescenza rossa: 450-550 
 Pinhole: 500-600 
 Modalità di scansione: Z-wide 
 Offset: 0.00 
  
 
58 Materiali e Metodi 
 Zoom: 1x 
 Numero di scansioni per piano: 1 
 Spessore di ciascun piano: 1μm 
 Tutti i restanti parametri: impostazioni di default 
Le immagini ottenute tramite questo microscopio confocale consistono in una 
sequenza file immagine della risoluzione di 512x512 pixel, il cui numero corrisponde al 
numero di piani scansionati per ciascuna fotografia. Esse sono state elaborate attraverso 
il software gratuito ImageJ (Fiji), in grado di accettare in input la sequenza di file prodotta 
dal microscopio e di fornire in output l’immagine risultante, calcolata tramite l’algoritmo 
“Standard Deviation”. Non ci si è avvalsi degli strumenti di fotoritocco forniti da questo 
software. Le immagini risultanti così prodotte sono bianco e nero, hanno una risoluzione 
di 512x512 pixel e vengono salvate in 8bit.  
La successiva elaborazione grafica è stata compiuta tramite il software open source 
GIMP 2 (The GNU Image Manipulation Program, release 2.6.11), mediante cui le immagini 
sono state colorate in falsi colori (corrispondenti in ogni caso all’emissione in fluorescenza 
degli anticorpi secondari utilizzati). Il software è stato sfruttato principalmente per la 
ricomposizione di immagini che potessero mostrare l’embrione nella sua interezza, per 
eliminare il rumore di fondo, aumentare la vividezza dei colori e la nitidezza complessiva, 
al fine di rendere maggiormente intellegibile il contenuto delle immagini, senza apportare 
alcuna modifica all’informatività delle stesse.  
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Capitolo 4: Risultati 
 
Scopo di questo lavoro di tesi è valutare in vivo il possibile effetto biologico, sullo 
sviluppo neurale di Danio rerio, di microRNA la cui espressione aumenta all’aumentare 
dell’età nel cervello adulto di Nothobranchius furzeri. L’intento è quello di analizzare i 
fenotipi ottenuti per cercare una correlazione tra questi e il profilo di espressione genica 
mostrato dai microRNA esaminati, tenendo in considerazione il ruolo di oncosoppressori 
e promotori della senescenza cellulare per cui tali miRNA sono noti. Pertanto, oltre a 
mimare, in embrioni di D. rerio, la sovraespressione dei miRNA presi in esame, è 
sembrato opportuno anche valutare il possibile effetto di una deplezione della loro 
attività, nonché l’effetto ottenuto mediante modulazione dell’attività di microRNA la cui 
espressione diminuisce all’aumentare dell’età. Ci si attendeva che i microRNA legati 
all’invecchiamento inducessero un aumento del differenziamento neuronale. 
 
4.1 I microRNA analizzati producono una varietà di effetti morfologici  
Al fine di poter valutare quali fossero i microRNA che più probabilmente hanno un 
ruolo nell’invecchiamento, è stata svolta, in un primo momento, un’analisi puramente di 
tipo morfologico, su embrioni microiniettati allo stadio di 1-4 cellule ed osservati e 
fotografati allo stadio di 24hpf (hours post fecondation) e 48hpf. In base a questo tipo di 
screening sono stati presi in considerazione un certo numero di microRNA, rivelatisi buoni 
candidati, per successive analisi più approfondite sui fenotipi neurali. 
 
4.1.1 Guadagno e perdita di funzione di miRNA regolati durante l’invecchiamento 
4.1.1.a Premessa 
Il guadagno di funzione dei miRNA regolati durante l’invecchiamento è stato 
realizzato mediante microiniezione di 1nl di soluzione di miRNA mimic alla concentrazione 
di 2ng/nl, nel vitello di uova fecondate di Danio rerio allo stadio di 1-4 cellule. Il miRNA 
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mimic si trova sotto forma di stelo e ansa, (“stem-loop”, PremiRNA), configurazione che 
permette una maggiore resistenza agli enzimi che promuovono la degradazione dell’RNA 
a singolo filamento. In questo modo, il miRNA mimic dovrà essere processato dagli stessi 
embrioni iniettati per ottenere le molecole biologicamente attive (miRNA maturo). 
La perdita di funzione dei miRNA endogeni è stata ottenuta mediante 
microiniezione di 1nl di soluzione di miRNA inhibitor a singolo filamento, alla 
concentrazione di 4ng/nl, che si appaia al microRNA endogeno impedendone l’attività. 
I risultati degli screening a 24hpf e 48hpf sono presentati sotto forma di tabelle che 
riportano in sintesi le informazioni che è stato possibile ottenere: sia per quanto riguarda 
gli embrioni trattati, sia per gli embrioni di controllo, si conosce il numero totale di 
embrioni a disposizione per ciascuno dei due stadi, il numero di morti, di embrioni 
presentanti il fenotipo o del tutto simili ai non iniettati (contraddistinti nelle tabelle dalla 
dicitura “wild-type” o “WT”). 
Gli istogrammi rappresentano i dati da un punto di vista grafico, mostrando le 
percentuali di embrioni appartenenti alle varie categorie. Negli istogrammi si è scelto di 
omettere la percentuale di embrioni morti, per chiarezza di rappresentazione. Qualora 
siano state effettuate più ripetizioni di una stessa microiniezione, sono stati calcolati, 
come errori standard, e rappresentati graficamente gli errori statistici per ogni categoria. 
Per ciascuno dei due stadi presi in considerazione è stata acquisita una 
microfotografia rappresentativa delle categorie fenotipiche ottenute, ad eccezione della 
categoria “wild-type”. Si è scelto di racchiudere tutte le immagini in due pannelli 
fotografici relativi ciascuno ad uno stadio, per non appesantire la trattazione dei risultati. 
Pertanto, per visualizzare i fenotipi descritti di volta in volta in ciascun paragrafo, si 
rimanda alle Figure 4.16 e 4.17. 
Il controllo utilizzato nelle iniezioni consiste in uova fecondate non iniettate deposte 
nello stesso momento delle uova utilizzate per le microiniezioni: questa strategia 
permette di verificare ogni volta la reale qualità delle uova, non alterate in alcun modo e 
conservate secondo i medesimi criteri delle uova iniettate: animali da laboratorio 
ampiamente sfruttati, infatti, non producono sempre una prole che si rivela priva di 
aberrazioni, o la cui mortalità è sufficientemente bassa da poter essere confrontata con la 
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mortalità causata dall’iniezione di un agente esogeno. Pertanto, si è preferito avere a 
disposizione, per ogni esperimento di microiniezione, embrioni di controllo privi di alcuna 
manipolazione, agendo in maniera diversa rispetto a quanto suggerito da alcuni autori 
(Zeng et al., 2009; Pedrioli et al., 2010) che valutano, di volta in volta, l’effetto dello stress 
meccanico causato dalla microiniezione iniettando nelle uova deputate al controllo un 
miRNA privo di sequenze target e, quindi, di effetto biologico. 
Al fine di assicurare l’effettiva innocuità del protocollo adottato per le microiniezioni, 
sono state praticate da alcuni ricercatori, nel laboratorio dove è stato svolto questo 
lavoro, microiniezioni di 1nl di soluzione acquosa arricchita del tracciante comunemente 
utilizzato (rosso fenolo) che dimostrano come il volume utilizzato non abbia alcun tipo di 
effetto sullo sviluppo embrionale (comunicazione del Dott. Cellerino). Inoltre, i miRNA 
mimics che, in questo lavoro di tesi, non hanno dato fenotipo costituiscono una valida 
prova del fatto che la quantità di 2ng iniettata in ciascun uovo fecondato non risulta 
tossica per gli embrioni (Figure 4.16.B/Q e 4.17.B/Q). E’ da considerare anche il fatto che 
nemmeno la microiniezione 4ng di miRNA inhibitors è risultata tossica (Figure 4.16.J e 
4.17.J). Come ulteriore prova che attesta la specificità dei fenotipi e la non tossicità delle 
molecole iniettate, si è ottenuto l’annullamento del fenotipo associato ad un miRNA 
mimic ed il recupero del fenotipo selvatico mediante microiniezione contemporanea di 
miRNA mimic e corrispettivo miRNA inhibitor (Figure 4.16.S e 4.17.S). Infine, 
confrontando il fenotipo che in questo lavoro è risultato associato all’iniezione di miR-145 
mimic con quello ottenuto da Zeng e colleghi (cfr. Figura 4.1  Zeng et al., 2009  con Figura 
4.16.B) si può notare come ci sia piena concordanza di risultati. 
 
Figura 4.1: Immagine al microscopio ottico di un embrione di Danio rerio allo stadio di 24hpf, 
microiniettato con 3ng di miR-145 mimic, mostrante un edema cardiaco di scarse dimensioni 
(freccia) come unica aberrazione macroscopicamente visibile (Zeng et al., 2009). 
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Queste osservazioni, insieme al fatto che miRNA diversi sono associati a fenotipi 
diversi, dimostrano come gli effetti dei diversi miRNA siano specifici e non imputabili a 
danno meccanico o tossicità. 
 
4.1.1.b Microiniezione di 2ng di miR-145 e miR-338 mimics 
MiR-145, noto in letteratura per non aver alcun effetto macroscopico allo stadio di 
24hpf (Zeng et al., 2009)., è stato iniettato principalmente allo scopo di fornire un 
controllo sull’acquisizione della tecnica e sull’efficienza del protocollo di microiniezione. Il 
destino degli embrioni è stato seguito fino allo stadio di 48hpf. 
 
 miR-145 mimic 24hpf miR-145 mimic 48hpf 
 Iniettati Controlli Iniettati Controlli 
Morti 22 17 10 9 
Edema 39 8 14 0 
Wild-type 43 75 54 74 
Totale 104 100 78 83 
 
Tabella 4.1: Microiniezione di 2ng di miR-145 mimic in uova fecondate di Danio rerio allo stadio di 
1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita degli embrioni. 
 
 
Figura 4.2: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.1 
 
Gli embrioni iniettati mostrano una percentuale significativamente maggiore, 
rispetto ai controlli, di casi di edema cardiaco di scarsa entità (Figura 4.16.B). Questa forte 
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connotazione, presente allo stadio di 24hpf, in parte scompare allo stadio di 48hpf (Figura 
4.17.B): molti embrioni recuperano l’alterazione cardiaca nel lasso di tempo compreso tra 
i due stadi in cui è stata effettuata l’analisi. Dal momento che il guadagno di funzione di 
miR-145 non sembra avere effetti macroscopici correlabili ad un suo possibile ruolo nella 
promozione dell’invecchiamento, non è stato ritenuto necessario svolgere ulteriori analisi 
concernenti questo miRNA. 
MiR-338 è stato iniettato due volte: la seconda iniezione ha confermato i dati 
ottenuti con la prima, mostrando come anche miR-338 non abbia alcun effetto di tipo 
macroscopico concordante con un ruolo di questo microRNA nell’invecchiamento. 
L’iniezione di miR-338 è associata alla formazione di un edema cardiaco di dimensioni 
considerevoli (Figura 4.16.C) che non ha la tendenza a scomparire entro secondo giorno 
di vita degli embrioni (Figura 4.17.C). 
 
 miR-338 mimic 24hpf miR-338 mimic 48hpf 
 Iniezione1 Ctrl1 Iniezione2 Ctrl2 Iniezione1 Ctrl1 Iniezione2 Ctrl2 
Morti 82 73 41 35 39 37 11 7 
Edema 39 10 25 8 19 8 16 8 
WT 29 67 9 32 10 32 7 25 
Totale 150 150 75 75 68 77 34 40 
 
Tabella 4.2: Microiniezione di 2ng di miR-338 mimic in uova fecondate di Danio rerio allo stadio di 
1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita degli embrioni. 
 
 
Figura 4.3: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.2 
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Dato il tipo di risultati ottenuti, anche miR-338 non è stato preso in considerazione 
quale buon candidato per un’analisi più approfondita. 
 
4.1.1.c Microiniezione di 2ng di miR-29a, miR-15a, e miR-101a mimics 
I risultati ottenuti dalla microiniezione di miR-29a, miR-15a, e miR-101a sono 
confermati dalla ripetizione dell’esperimento per ciascuno di questi tre microRNA, per i 
quali è si è rivelato utile suddividere in due categorie gli embrioni mostranti fenotipo: 
alcuni embrioni sono connotati, infatti, da un fenotipo gravemente alterato, denominato 
“severe” nelle tabelle, nei grafici e nelle immagini; altri embrioni mostrano, invece, un 
fenotipo recante alterazioni più moderate, che è stato indicato come “mild”. 
 
 miR-29a mimic 24hpf miR-29a mimic 48hpf 
 Iniezione1 Ctrl1 Iniezione2 Ctrl2 Iniezione1 Ctrl1 Iniezione2 Ctrl2 
Morti 90 60 43 24 41 25 36 15 
Severe 36 0 42 0 11 0 22 0 
Mild 50 0 60 0 38 0 24 0 
WT 24 140 5 126 20 115 3 85 
Totale 200 200 150 150 110 140 85 100 
 
Tabella 4.3: Microiniezione di 2ng di miR-29a mimic in uova fecondate di Danio rerio allo stadio di 
1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita degli embrioni. 
 
 
Figura 4.4: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.3 
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Per quanto riguarda miR-29a, si nota chiaramente l’elevata penetranza del fenotipo 
ad esso associato, che si attesta sull’80%. Gli embrioni con fenotipo gravemente 
aberrante mostrano una notevole compromissione dello sviluppo embrionale (Figura 
4.16.D), connotata principalmente dall’assenza di un corretto allungamento dell’asse 
anteroposteriore, da marcate microcefalia e microftalmia in entrambi gli stadi osservati 
(Figura 4.17.D). Questi embrioni sono visibilmente più corti degli embrioni di controllo, 
tanto che l’asse anteroposteriore non si allunga oltre il vitello, mostrando solo un abbozzo 
di coda. I corrispettivi fenotipi moderati mostrano le medesime caratteristiche degli altri, 
ma in modo meno marcato (Figure 4.16.G e 4.17.G): microcefalia e microftalmia sono 
meno accentuate, seppur evidenti, e l’asse anteroposteriore si allunga per un tratto, 
seppur breve, oltre il vitello. La percentuale di embrioni con fenotipo moderato è del 50% 
in entrambi gli stadi, mentre la percentuale di embrioni con fenotipo severo è maggiore 
allo stadio di 24hpf (36%) rispetto allo stadio di 48hpf (30%), presumibilmente poiché per 
questi ultimi la mortalità è più elevata.  
I risultati ottenuti concordano con un possibile ruolo del microRNA 
nell’invecchiamento, in quanto l’ipotesi della correlazione tra aumento dell’espressione 
genica dei miRNA e cambiamenti fisiologici dell’invecchiamento si fonda sulla capacità 
che queste molecole potrebbero avere di indurre differenziamento cellulare e 
diminuzione della proliferazione. 
Anche per quanto riguarda miR-15a è possibile notare l’elevata penetranza del 
fenotipo ad esso associato, che si attesta sull’80%. Gli embrioni con fenotipo gravemente 
aberrante mostrano un asse anteroposteriore estremamente corto, che supera di poco il 
vitello, con una coda solo abbozzata (Figura 4.16.E). Si notano aberrazioni morfologiche 
anche nella forma della testa e degli occhi: tuttavia, non si può parlare né di microcefalia 
né di microftalmia. Il corrispettivo fenotipo moderato mostra le medesime caratteristiche, 
ma queste risultano attenuate (Figura 4.16.H). L’asse anteroposteriore appare 
decisamente più esteso, tuttavia la coda si mostra come atrofizzata nelle dimensioni e 
nella forma. La testa e gli occhi, al contrario, hanno un aspetto quasi assimilabile a quello 
degli embrioni di controllo. Allo stadio di 48hpf (Figure 4.17.E e 4.17.H), la proporzione tra 
le due categorie è mantenuta; gli embrioni appaiono cresciuti in dimensione, l’asse 
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anteroposteriore si allunga, pur mantenendo i medesimi difetti nella coda riscontrati allo 
stadio di 24hpf. La testa e gli occhi assumono dimensioni comparabili a quelle dei controlli.  
 
 miR-15a mimic 24hpf miR-15a mimic 48hpf 
 Iniezione1 Ctrl1 Iniezione2 Ctrl2 Iniezione1 Ctrl1 Iniezione2 Ctrl2 
Morti 62 45 62 35 27 16 38 12 
Severe 65 0 54 0 45 0 26 0 
Mild 43 0 31 0 18 0 14 0 
WT 30 155 33 115 20 104 12 88 
Totale 200 200 180 150 110 120 90 100 
 
Tabella 4.4: Microiniezione di 2ng di miR-15a mimic in uova fecondate di Danio rerio allo stadio di 
1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita degli embrioni. 
 
 
Figura 4.5: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.4 
 
Questo microRNA è associato ad un fenotipo sostanzialmente diverso da quello di 
miR-29a, dato che l’effetto principale è sull’allungamento dell’asse anteroposteriore e 
sullo sviluppo della coda. Per questi motivi, miR-15a è stato preso in considerazione per le 
analisi successive. 
La penetranza del fenotipo associato a miR-101a si attesta su valori simili ai 
precedenti. Anche in questo caso gli embrioni mostranti fenotipo sono stati suddivisi in 
due categorie: quelli con fenotipo severo (Figura 4.16.F) sono affetti da gravi microcefalia 
e microftalmia, unite ad un notevole ritardo nello sviluppo, visibile anche nella brevità 
  
 
67 Risultati 
dell’asse anteroposteriore, che tuttavia si mostra più lungo e dalla morfologia meno 
anomala rispetto a quello degli embrioni iniettati con miR-29a. Gli effetti sull’asse 
anteroposteriore sono meno evidenti negli embrioni con fenotipo moderato (Figura 
4.16.I), mentre la microcefalia e la microftalmia permangono come difetti gravi. Come nel 
caso di miR-29a, è possibile notare come la mortalità incida maggiormente sugli embrioni 
della categoria “severe”, dal momento che la proporzione tra le due categorie cambia tra 
lo stadio 24hpf e 48hpf in favore della categoria “mild”. Dato che gli effetti associati 
all’iniezione di questo microRNA potrebbero ben accordarsi con la supposta azione dei 
microRNA invecchiamento-specifici nel processo di invecchiamento, anche miR-101a è 
stato selezionato per lo svolgimento di analisi più approfondite. 
 
 miR-101a mimic 24hpf miR-101a mimic 48hpf 
 Iniezione1 Ctrl1 Iniezione2 Ctrl2 Iniezione1 Ctrl1 Iniezione2 Ctrl2 
Morti 46 33 33 12 44 25 24 12 
Severe 75 0 28 0 34 0 18 0 
Mild 104 0 38 0 96 0 32 0 
WT 25 217 11 58 30 190 3 46 
Totale 250 250 110 70 204 215 77 58 
 
Tabella 4.5: Microiniezione di 2ng di miR-101a mimic in uova fecondate di Danio rerio allo stadio 
di 1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita degli embrioni. 
 
 
Figura 4.6: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.5 
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4.1.1.d Microiniezione di 2ng di miR-23a e miR-26a mimics 
MiR-23a non è stato preso in considerazione per analisi successive, in quanto il 
fenotipo ad esso associato non sembra correlare, almeno ad una prima analisi 
macroscopica, con un possibile ruolo di questo microRNA nell’invecchiamento: infatti, gli 
embrioni iniettati mostrano a 24hpf (Figura 4.16.N) la formazione di un edema cardiaco di 
medie dimensioni (circa 80% degli embrioni), che, per una certa parte di essi, regredisce 
nel lasso di tempo compreso tra i due stadi di osservazione. Tuttavia, allo stadio di 48hpf 
(Figura 4.17.N) è ancora presente una significativa percentuale di embrioni che mostrano 
un vistoso edema cardiaco e/o ventrale. A 48hpf, il ritardo nello sviluppo rispetto agli 
embrioni non iniettati sembra recuperato. 
 
 miR-23a mimic 24hpf miR-23a mimic 48hpf 
 Iniettati Controlli Iniettati Controlli 
Morti 26 15 41 28 
Edema 141 0 28 0 
Wild-type 33 185 51 107 
Totale 200 200 120 135 
 
Tabella 4.6: Microiniezione di 2ng di miR-23a mimic in uova fecondate di Danio rerio allo stadio di 
1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita degli embrioni. 
 
 
Figura 4.7: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.6 
 
L’iniezione di miR-26a ha dato risultati diversi: allo stadio di 24hpf (Figura 4.16.O) gli 
embrioni con fenotipo non selvatico sono affetti da evidenti microcefalia e microftalmia 
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ed appaiono in forte ritardo con lo sviluppo: le dimensioni degli embrioni iniettati sono 
notevolmente ridotte rispetto a quelle dei controlli. La penetranza di questo fenotipo, è, 
in questo caso, più bassa: si attesta sul 40% degli embrioni iniettati. Allo stadio di 48hpf 
(Figura 4.17.O), il ritardo nello sviluppo pare recuperato, ma gli embrioni mostrano 
significativamente ancora microcefalia. 
 
 miR-26a mimic 24hpf miR-26a mimic 48hpf 
 Iniettati Controlli Iniettati Controlli 
Morti 28 9 41 23 
Fenotipo 57 0 29 0 
Wild-type 85 161 50 117 
Totale 170 170 120 140 
 
Tabella 4.7: Microiniezione di 2ng di miR-26a mimic in uova fecondate di Danio rerio allo stadio di 
1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita degli embrioni. 
 
 
Figura 4.8: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.7 
 
Dal momento che si ritiene che la microcefalia possa essere un effetto specifico del 
microRNA, associato ad un suo ruolo nell’invecchiamento e ad una sua possibile azione di 
promotore del differenziamento cellulare, questo microRNA, pur avendo un fenotipo 
associato con una penetranza più bassa rispetto agli altri miRNA definiti come buoni 
candidati, è stato preso in considerazione per ulteriori analisi. 
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4.1.1.e Microiniezione di 4ng di miR-29a, miR-15a, miR-101a inhibitors   
Al fine di approfondire lo studio del ruolo dei microRNA invecchiamento-specifici è 
sembrato utile studiare gli effetti macroscopici della perdita di funzione di miR-29a, miR-
15a e miR-101a, in quanto gli ultimi due sono espressi sin dai primi stadi di sviluppo degli 
animali analizzati, seppur in maniera estremamente bassa. Pertanto, si è ritenuto 
necessario indagare su una possibile funzione di tali miRNA a stadi di sviluppo così precoci. 
MiR-29a non è espresso in Danio rerio durante gli stadi a cui viene svolta l’analisi; la 
microiniezione del corrispettivo miRNA-inhibitor ha, quindi, lo scopo di controllare se i 
miRNA-inhibitors hanno, nella quantità iniettata, un qualche effetto tossico sugli embrioni. 
 
 miR-29a inhibitor 24hpf miR-29a inhibitor 48hpf 
 Iniettati Controlli Iniettati Controlli 
Morti 26 24 21 15 
Edema 32 14 47 39 
Wild-type 122 112 62 62 
Totale 180 150 130 116 
 
Tabella 4.8: Microiniezione di 4ng di miR-29a inhibitor in uova fecondate di Danio rerio allo stadio 
di 1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita degli embrioni. 
 
 
Figura 4.9: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.8 
 
Sia allo stadio d’osservazione di 24hpf (Figura 4.16.J) che allo stadio di 48hpf non 
sono presenti anomalie macroscopiche negli embrioni iniettati. Si rileva una certa 
percentuale di trattati (circa il 20% degli embrioni a 24hpf) che mostra la presenza di un 
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edema cardiaco di scarse dimensioni. Tale percentuale non si rivela, tuttavia, 
significativamente maggiore di quella riscontrata nei controlli. L’edema cardiaco è una 
malformazione che può essere presente anche in embrioni non manipolati e non si ritiene 
significativa qualora si riscontri in una bassa percentuale degli embrioni. Allo stadio di 
48hpf (Figura 4.17.J), la percentuale di embrioni caratterizzati da un lieve edema cardiaco 
è raddoppiata negli embrioni trattati, ma questo dato non è stato ritenuto significativo 
dato  che la percentuale di embrioni con lieve edema cardiaco nei controlli è simile. Dal 
momento che non sono presenti anomalie morfologiche significative in nessuna parte 
degli embrioni e che il ritmo di sviluppo è confrontabile tra trattati e controlli, la quantità 
di 4ng di miRNA-inhibitor non è ritenuta tossica e verrà utilizzata anche nelle successive 
microiniezioni. 
 
 miR-15a inhibitor 24hpf miR-15a inhibitor 48hpf 
 Iniettati Controlli Iniettati Controlli 
Morti 83 36 26 7 
Edema 39 21 23 49 
Wild-type 58 93 18 38 
Totale 180 150 67 94 
 
Tabella 4.9: Microiniezione di 4ng di miR-15a inhibitor in uova fecondate di Danio rerio allo stadio 
di 1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita degli embrioni. 
 
 
Figura 4.10: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.9 
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La microiniezione di 4ng di miR-15a inhibitor non comporta alterazioni dello 
sviluppo embrionale: si riscontra una notevole percentuale di embrioni (40%) che a 24hpf 
(Figura 4.16.K) presentano edema cardiaco di lieve entità. Tuttavia, allo stadio di 48hpf 
(Figura 4.17.K) la percentuale di embrioni trattati presentanti edema cardiaco è pressoché 
identica a quella degli embrioni non trattati con edema cardiaco. Non si riscontrano altre 
anomalie morfologiche né un ritardo nello sviluppo degli embrioni iniettati rispetto ai 
controlli. Questo dato però non influisce sulla possibilità che miR-15a inhibitor abbia un 
effetto di tipo funzionale non macroscopico.  
 
 miR-101a inhibitor 24hpf miR-101a inhibitor 48hpf 
 Iniettati Controlli Iniettati Controlli 
Morti 87 25 20 9 
Edema 61 27 42 44 
Wild-type 102 148 58 111 
Totale 250 200 120 164 
 
Tabella 4.10: Microiniezione di 4ng di miR-101a inhibitor in uova fecondate di Danio rerio allo 
stadio di 1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita degli embrioni. 
 
 
Figura 4.11: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.10 
 
Per quanto riguarda miR-101a inhibitor si possono trarre le medesime conclusioni 
tratte per miR-15a inhibitor: anche in questo caso, non si riscontra altra malformazione se 
non la presenza di un lieve edema cardiaco sia allo stadio di 24hpf che allo stadio di 48hpf 
(Figure 4.16.L e 4.17.L). Pertanto, non si esclude che miR-101a inhibitor possa avere un 
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effetto funzionale non macroscopico, data la scarsa espressione del corrispettivo 
microRNA a questi stadi di sviluppo. La possibile azione di miR-101a inhibitor può essere 
indagata mediante analisi più approfondite.  
 
4.1.1.f Specificità del fenotipo associato a miR-29a 
Dal momento che il fenotipo associato a miR-29a è risultato essere il più 
macroscopicamente rilevante e visto il risultato dei primi saggi funzionali concernenti 
l’effetto di questo miRNA (Figure 4.18 e 4.20), che identificano miR-29a come un ottimo 
candidato per essere implicato nel processo di invecchiamento, si è ritenuto utile 
effettuare un ulteriore test per escludere che l’effetto del miRNA non sia strettamente 
specifico. Per avere questo tipo di conferma, miR-29a è stato microiniettato insieme al 
suo antagonista, miR-29a inhibitor. L’iniezione dei due oligonucleotidi è avvenuta in un 
solo tempo, preparando sul momento la soluzione di microiniezione: dato che il miRNA 
mimic si trova nella configurazione stelo e ansa e che il mescolamento delle due molecole 
è avvenuto al momento di effettuare la microiniezione, appare improbabile che l’azione 
di miR-29a sia stata già neutralizzata in vitro. Iniettando come per gli altri esperimenti 1nl 
di soluzione totale, la concentrazione dei due RNA è risultata dimezzata. Per questo 
motivo, è stato necessario svolgere contemporaneamente una microiniezione di controllo, 
in cui la soluzione di miR-29a concentrata 2ng/nl è stata diluita di un fattore 2: pertanto è 
stato iniettato, come controllo, 1nl di soluzione miR-29a alla concentrazione di 1ng/nl. 
Il fenotipo associato all’iniezione di 1ng di miR-29a è il medesimo ottenuto con 
l’iniezione di 2ng dello stesso miRNA (Figure 4.16.M/P, e 4.17.M/P). Allo stesso modo, gli 
embrioni sono suddivisibili nelle due categorie fenotipiche precedentemente trattate e la 
proporzione tra esse è sostanzialmente la medesima, con un leggero aumento in favore 
della categoria costituita dagli embrioni con fenotipo più moderato. Le caratteristiche 
degli embrioni sono le medesime descritte quando si sono trattati gli effetti dell’iniezione 
di 2ng di miR-29a mimic (cfr. 4.1.1.c). 
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 miR-29a 1ng/nl 24hpf miR-29a 1ng/nl 48hpf 
 Iniettati Controlli Iniettati Controlli 
Morti 46 21 31 32 
Severe 46 0 17 0 
Mild 89 0 40 0 
Wild-type 19 179 22 118 
Totale 200 200 110 150 
 
Tabella 4.11: Microiniezione di 1ng di miR-29a mimic in uova fecondate di Danio rerio allo stadio 
di 1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita degli embrioni. 
 
 
Figura 4.12. A: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.11 relativi allo stadio di 
24hpf e dei dati mostrati in Tabella 4.3 relativi allo stadio di 24hpf degli embrioni iniettati. B: 
Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.11 relativi allo stadio di 48hpf e dei dati 
mostrati in Tabella 4.3 relativi allo stadio di 48hpf degli embrioni iniettati. 
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 miR-29a mimic+inhibitor 24hpf miR-29a mimic+inhibitor 48hpf 
 Iniettati Controlli Iniettati Controlli 
Morti 34 18 21 16 
Deformi 9 1 11 0 
Edema 13 9 33 37 
Wild-type 144 122 75 47 
Totale 200 150 140 100 
 
Tabella 4.12: Microiniezione di 1ng di miR-29a mimic + 2ng di miR-29a inhibitor in uova fecondate 
di Danio rerio allo stadio di 1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita 
degli embrioni. 
 
 
Figura 4.13: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.12 
 
I risultati ottenuti con l’iniezione congiunta di miR-29a mimic e del suo antagonista 
mostrano come quest’ultimo annulli completamente l’effetto del miRNA mimic iniettato, 
tenendo presente che non si ha produzione endogena di miR-29a da parte degli embrioni 
a questi stadi di sviluppo (Figure 4.16.S e 4.17.S). Pertanto, il fenotipo associato 
all’iniezione di miR-29a mimic è ritenuto del tutto specifico. 
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4.1.2 Guadagno e predita di funzione dei microRNA del cluster 17~92 
I miRNA del cluster 17~92 hanno un profilo temporale di espressione opposto a 
quello dei microRNA finora trattati, definiti invecchiamento-specifici. Essi, infatti, sono 
maggiormente espressi nelle fasi più precoci della vita (Figura 1.4) e il livello della loro 
espressione genica decade rapidamente nel corso dell’età adulta. Pertanto, essendo 
anch’essi tipici di un’età della vita, e più precisamente della fase più cronologicamente e 
fenotipicamente lontana dall’invecchiamento, è sembrato utile modulare in vivo l’azione 
di questi microRNA, al fine di valutarne un possibile effetto biologico. Si è mimato la 
sovraespressione dei miRNA del cluster 17~92 microiniettandone uno: miR-20a. Al 
contrario, si è cercato di abbattere l’attività dei miRNA endogeni microiniettando una 
miscela di antagonisti, composta dai miRNA inhibitors dei miR-17a, miR-18a, e miR-20a. 
Mir-20a mimic è stato iniettato nella quantità di 2ng, come tutti gli altri miRNA mimic, 
mentre la miscela di inibitori è stata iniettata nella quantità complessiva di 4ng (1,33ng 
per miRNA inhibitor). 
L’iniezione di miR-20a mimic non ha comportato significative alterazioni dello 
sviluppo embrionale, dato che l’unica anomalia macroscopica riscontrata è stata la 
presenza di un edema cardiaco di medie dimensioni (Figure 4.16.Q e 4.17.Q). Anche gli 
embrioni di controllo presentano edema cardiaco in percentuale comparabile a quella dei 
trattati. Pertanto, viene esclusa la presenza di un effetto macroscopico dovuto al 
guadagno di funzione di questo microRNA, ma non è esclusa la possibilità che esso possa 
essere associato ad un fenotipo non macroscopicamente visibile. Indagini più 
approfondite possono confermare l’ipotesi che miR-20a, il quale fa parte di un cluster di 
microRNA noto per la sua attività proto-oncogenica e promotrice della proliferazione 
cellulare (O’Donnel et al., 2005), sia in grado di causare una perturbazione nello sviluppo 
embrionale che potrebbe essere definita opposta o contraria a quella causata dai miRNA 
invecchiamento-specifici.  
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 miR-20a mimic 24hpf miR-20a mimic 48hpf 
 Iniettati Controlli Iniettati Controlli 
Morti 49 48 10 3 
Edema 28 33 11 15 
Wild-type 23 19 9 12 
Totale 100 100 30 30 
 
Tabella 4.13: Microiniezione di 2ng di miR-20a mimic in uova fecondate di Danio rerio allo stadio 
di 1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita degli embrioni. 
 
 
Figura 4.14: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.13 
 
L’abbattimento dell’attività dei microRNA 17a, 18a e 20a endogeni è associata alla 
manifestazione di una lieve microcefalia visibile in entrambi gli stadi di osservazione 
(Figure 4.16.R e 4.17.R). La percentuale di embrioni con questa caratteristica si attesta sul 
40% alle 24h, il che denota una penetranza non troppo elevata del fenotipo. Tuttavia, dal 
momento che questa è l’unica anomalia macroscopica presentata dagli embrioni iniettati, 
si ritiene che questo effetto possa essere specifico, e che un’ulteriore analisi possa 
chiarirne le cause. Si nota che la perdita di funzione dei microRNA del cluster 17~92 ha un 
fenotipo associato non dissimile da quello riscontrato con il guadagno di funzione dei 
miRNA invecchiamento-specifici, seppur molto meno marcato: questa osservazione trova 
basi teoriche valide se si tiene presente il ruolo biologico che questi due gruppi di 
microRNA hanno per quanto riguarda fenomeni come ciclo cellulare e proliferazione, 
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senescenza cellulare e differenziamento (O’ Donnell et al., 2008; Park et al., 2008; Barik, 
2008; Friedman JM et al., 2009; Sachdeva et al., 2009; Lu et al., 2011; Ofir et al., 2011). 
 
 miR-17a/18a/20a inhibitor 24hpf miR-17a/18a/20a inhibitor 48hpf 
 Iniettati Controlli Iniettati Controlli 
Morti 94 29 19 21 
Microcefalia 53 0 15 0 
Wild-type 73 171 66 119 
Totale 220 200 100 140 
 
Tabella 4.14: Microiniezione di 4ng di miR-17a/18a/20a inhibitors in uova fecondate di Danio 
rerio allo stadio di 1-4 cellule ed evoluzione del fenotipo nell’arco delle prime 48h di vita degli 
embrioni. 
 
 
Figura 4.15: Rappresentazione grafica dei dati mostrati in Tabella 4.14 
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4.1.3 Panoramica dei fenotipi associati a guadagno e perdita di funzione dei microRNA 
regolati in modo dipendente dall’età 
 
Figura 4.16: I microRNA analizzati producono una varietà di effetti morfologici. Immagini al 
microscopio ottico (40x) di embrioni microiniettati con vari miRNA mimics ed inhibitors e 
fotografati allo stadio di 24hpf. A: controllo, non iniettato. B: iniezione di 2ng di miR-145 mimic, a 
cui è associata la comparsa di un edema cardiaco di lieve entità. C: iniezione di 2ng di miR-338 
mimic, a cui è associata la comparsa di un edema cardiaco di media entità. D,G: iniezione di 2ng di 
mir-29a. Il fenotipo è stato categorizzato in moderato (G) e severo (D): gli embrioni presentano 
microcefalia e microftalmia gravi, asse anteroposteriore estremamente corto che nel caso degli 
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embrioni con fenotipo severo non supera il vitello, edema cardiaco di media entità. E,H: iniezione 
di 2ng di miR-15a mimic. Il fenotipo è stato categorizzato in moderato (H) e severo (D): gli 
embrioni con fenotipo severo mostrano un asse anteroposteriore estremamente corto, che 
supera di poco il vitello, occhi e testa di morfologia anomala, edema cardiaco di media entità. 
L’asse degli embrioni con fenotipo moderato è più lungo, benché la coda appaia come atrofizzata. 
Non si può parlare né di microcefalia né di microftalmia. F,I: iniezione di 2ng di miR-101a. Il 
fenotipo è stato categorizzato in moderato (I) e severo (F): gli embrioni presentano microcefalia e 
microftalmia evidenti, nonché un grave ritardo nello sviluppo. Nel caso degli embrioni con 
fenotipo severo l’asse anteroposteriore è estremamente corto. J: iniezione di 4ng di miR-29a 
inhibitor, a cui non sono associabili anomalie macroscopiche. K: iniezione di 4ng di miR-15a 
inhibitor, a cui non sono associabili anomalie macroscopiche significative. L: iniezione di 4ng di 
miR-101a inhibitor, a cui non sono associabili anomalie macroscopiche significative. N: iniezione di 
2ng di miR-23a mimic, a cui è associabile la comparsa di edema cardiaco di media entità. O: 
iniezione di 2ng di miR-26a mimic, a cui sono associabili un grave ritardo nello sviluppo 
embrionale, microftalmia e microcefalia. M,P: iniezione di 1ng di miR-29a mimic. Il fenotipo è 
stato categorizzato in moderato (P) e severo (M); gli embrioni sono del tutto simili a quelli 
appartenenti alle rispettive categorie (G e D) ottenuti con l’iniezione di 2ng di miR-29a mimic. S: 
iniezione di una miscela di miR-29a mimic (1ng) e di miR-29a inhibitor (2ng): il fenotipo selvatico è 
completamente recuperato, non si riscontrano anomalie macroscopiche negli embrioni iniettati. 
Q: iniezione di 2ng di miR-20a mimic: non si riscontrano anomalie morfologiche macroscopiche 
significative. R: iniezione di 4ng di una miscela contenente miR-17a inhibitor, miR-18a inhibitor e 
miR-20a inhibitor (1,33ng ciascuno): il fenotipo associabile presenta come unica anomalia 
significativa una lieve microcefalia. 
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Figura 4.17: I microRNA analizzati producono una varietà di effetti morfologici. Immagini al 
microscopio ottico (30x) di embrioni microiniettati con vari miRNA mimics ed inhibitors e 
fotografati allo stadio di 48hpf, previo trattamento in PTU. A: controllo, non iniettato. B: 
iniezione di 2ng di miR-145 mimic. Non si riscontrano anomalie significative C: iniezione di 2ng di 
miR-338 mimic, a cui è associata la comparsa di un edema cardiaco di scarsa entità. D,G: iniezione 
di 2ng di mir-29a. Il fenotipo è stato categorizzato in moderato (G) e severo (D): gli embrioni 
presentano microcefalia e microftalmia gravi, asse anteroposteriore estremamente corto che nel 
caso degli embrioni con fenotipo severo non supera il vitello, edema cardiaco di notevole entità. 
E,H: iniezione di 2ng di miR-15a mimic. Il fenotipo è stato categorizzato in moderato (H) e severo 
(D): gli embrioni con fenotipo severo mostrano un asse anteroposteriore corto, coda atrofizzata, 
occhi e testa di morfologia anomala, edema cardiaco di media entità. L’asse degli embrioni con 
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fenotipo moderato è più lungo, benché la coda appaia atrofizzata. Non si può parlare né di 
microcefalia né di microftalmia. F,I: iniezione di 2ng di miR-101a. Il fenotipo è stato categorizzato 
in moderato (I) e severo (F): gli embrioni presentano microcefalia e microftalmia meno evidenti 
rispetto ai corrispettivi di 24hpf. L’asse anteroposteriore è corto in particolare negli embrioni con 
fenotipo severo. J: iniezione di 4ng di miR-29a inhibitor, a cui non sono associabili anomalie 
macroscopiche. K: iniezione di 4ng di miR-15a inhibitor, a cui non sono associabili anomalie 
macroscopiche significative. L: iniezione di 4ng di miR-101a inhibitor, a cui non sono associabili 
anomalie macroscopiche significative. N: iniezione di 2ng di miR-23a mimic, a cui è associabile la 
comparsa di edema cardiaco e ventrale di media entità. O: iniezione di 2ng di miR-26a mimic: il 
ritardo nello sviluppo visibile a 24h appare recuperato, così come microcefalia e microftalmia che 
risultano meno evidenti; edema cardiaco di media entità. M,P: iniezione di 1ng di miR-29a mimic. 
Il fenotipo è stato categorizzato in moderato (P) e severo (M); gli embrioni sono del tutto simili a 
quelli appartenenti alle rispettive categorie (G e D) ottenuti con l’iniezione di 2ng di miR-29a 
mimic. S: iniezione di una miscela di miR-29a mimic (1ng) e di miR-29a inhibitor (2ng): il fenotipo 
selvatico è completamente recuperato, non si riscontrano anomalie macroscopiche negli embrioni 
iniettati. Q: iniezione di 2ng di miR-20a mimic: non si riscontrano anomalie morfologiche 
macroscopiche significative nei trattati rispetto ai corrispondenti controlli. R: iniezione di 4ng di 
una miscela contenente miR-17a inhibitor, miR-18a inhibitor e miR-20a inhibitor (1,33ng 
ciascuno): il fenotipo associabile presenta come unica anomalia significativa una lieve 
microcefalia. 
 
4.2 Analisi della funzione dei microRNA nello sviluppo neuronale tramite 
analisi dei fenotipi indotti da guadagno/perdita di funzione 
4.2.1 Premessa 
Lo studio del fenotipo morfologico e macroscopico associato all’iniezione dei 
microRNA ha portato all’individuazione di un certo numero di buoni candidati su cui 
concentrare gli studi successivi. Questi sono stati condotti con il fine di confermare o 
meno l’ipotesi che i microRNA invecchiamento-specifici abbiano un ruolo biologico nello 
sviluppo, correlato alle funzioni già note di oncosoppressori ed effettori della senescenza 
cellulare (Figura 1.16). Per questo motivo, sono stati condotti esperimenti di 
immunoistochimica “whole-mount” sugli embrioni iniettati ed i relativi controlli, ponendo 
l’attenzione sullo sviluppo del sistema nervoso: si è cercato di chiarire se il fenotipo 
morfologico osservato possa essere correlato all’azione dei microRNA iniettati 
promuovente un prematuro differenziamento neuronale. Pertanto, si vuole verificare 
l’ipotesi che microRNA invecchiamento-specifici siano coinvolti in meccanismi di 
differenziamento cellulare in senso terminale.  
Per condurre questo studio ci si è avvalsi dell’utilizzo di marcatori specifici di 
neuroni differenziati in modo terminale e specifici di neuroblasti. Musashi-1 e PCNA sono 
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stati utilizzati come marcatori di cellule non differenziate, in grado di dividersi 
attivamente. Il primo è noto per essere una proteina che lega l’ RNA associata al 
mantenimento della staminalità neuronale e delle capacità proliferative delle cellule in cui 
è espresso, agendo a livello post-trascrizionale (Shibata et al., 2012). PCNA (Proliferating 
cell nuclear antigen) è il noto fattore di processività della DNA polimerasi δ, espresso nel 
nucleo di tutte le cellule durante la fase di sintesi del DNA del ciclo cellulare (Prelich et al., 
1987). La scelta per i marcatori dei neuroni differenziati è ricaduta su N-tubulin e HuC/D. 
N-tubulin (tubulina acetilata, Class III β-tubulin) appartiene alla famiglia della tubulina e in 
condizioni fisiologiche si trova esclusivamente espressa nei microtubuli neuronali (Zhang 
et al., 2011), mentre HuC e HuD, proteine leganti l’RNA altrimenti note con i nomi di 
Elavl3 ed Elavl4, rispettivamente, marcano selettivamente il soma dei neuroni 
differenziati (Park et al., 2000). 
 
4.2.2 L’analisi della funzione dei microRNA rivela un possibile ruolo biologico di miR-29a, 
miR-15a, miR-101a e miR-26a nel differenziamento neuronale. 
Gli embrioni iniettati con miR-29a, miR-15a, miR-101a e miR-26a sono stati utilizzati 
per analisi di tipo funzionale tramite immunoistochimica “whole-mount”. Sono stati messi 
a punto esperimenti di doppia marcatura volti a rivelare possibili differenze nel rapporto 
tra neuroni differenziati e progenitori neurali e nella distribuzione spaziale di questi due 
tipi cellulari. 
Il primo microRNA preso in considerazione per questo genere di analisi è miR-29a, 
date le caratteristiche interessanti del fenotipo, la sua elevata penetranza e la sua sicura 
specificità. Si è innanzitutto cercato di chiarire se negli embrioni iniettati, che risultano 
particolarmente aberranti nella morfologia, siano presenti neuroni differenziati e in che 
distribuzione rispetto ai relativi controlli. Pertanto, gli embrioni iniettati e fissati agli stadi 
di osservazione di 24hpf e 48hpf sono stati marcati con un anticorpo che lega l’antigene 
pan-neuronale N-tubulin.  
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Figura 4.18: Immagini al confocale di embrioni di Danio rerio allo stadio di 24hpf iniettati con 
2ng di miR-29a mimic e marcati con anticorpo anti-N-tubulin e relativi ingrandimenti della 
regione cefalica (lettere minuscole). A: controllo, non iniettato. B: embrione iniettato con 2ng di 
miR-29a, fenotipo severo. C: embrione iniettato con 2ng di miR-29a, fenotipo moderato. In (B) e 
in (C) si nota una massiccia presenza di neuroni differenziati ricchi di processi lungo tutto l’asse 
embrionale. La marcatura in (B) e (C) appare, nella testa, quantitativamente maggiore rispetto ad 
(A). Si nota la decisa microftalmia: l’occhio, di ridotte dimensioni, è riconoscibile poiché privo di 
marcatura in (B) e in (C) come in (A). Le zone rombencefalica e del confine mesencefalo-
rombencefalo di (B) e (C) sono ricche di neuroni differenziati che appaiono assenti nelle zone 
corrispondenti di (A). 
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Allo stadio di 24hpf gli embrioni iniettati appaiono ricchi di neuroni differenziati, dei 
quali vengono marcati sia il soma che i processi (Figura 4.18.B/C). Il fenotipo severo 
(Figura 4.18.B) si distingue da quello moderato (Figura 4.18.C) per la presenza ancora più 
massiccia di neuroni differenziati, di cui compare una seconda fila (si nota il soma) in 
posizione anomala a contatto con il vitello. La regione cefalica, in particolar modo le zone 
del confine mesencefalo-rombencefalo e del rombencefalo, è dotata di numerosi neuroni 
differenziati che non compaiono nel controllo (Figura 4.18.A). La microftalmia è 
particolarmente visibile con questa colorazione, dato che gli occhi non vengono marcati 
con N-tubulin né nei trattati né nei controlli. Nei trattati essi appaiono evidentemente più 
piccoli e malformati.  
 
Figura 4.19: Immagini al confocale di embrioni di Danio rerio allo stadio di 48hpf iniettati con 
2ng di miR-29a mimic e marcati con anticorpo anti-N-tubulin. A,B,C: embrione iniettato con 2ng 
di miR-29a mimic, fenotipo severo. (A): marcatura con N-tubulin; (B): trasmissione; (C): fusione 
dei canali. D,E,F: embrione iniettato con 2ng di miR-29a mimic, fenotipo moderato. (D): marcatura 
con N-tubulin; (E): trasmissione; (F): fusione dei canali. G,H,I: controllo, non iniettato. (G): 
marcatura con N-tubulin; (H): trasmissione; (I): fusione dei canali. In (A) e in (D) si nota una 
massiccia presenza di neuroni differenziati ricchi di processi lungo tutto l’asse embrionale. La 
marcatura in (A) e (D) appare quantitativamente maggiore – considerando le relative dimensioni   
rispetto ad (G) solo nella testa (a sinistra). Si nota la decisa microftalmia: l’occhio, di ridotte 
dimensioni, è riconoscibile poiché privo di marcatura in (A) e in (D) come in (G).  
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Figura 4.20: Ingrandimento delle sole teste degli embrioni in Figura 4.19. A,B,C: embrione 
iniettato con 2ng di miR-29a mimic, fenotipo severo. (A): marcatura con N-tubulin; (B): 
trasmissione; (C): fusione dei canali. D,E,F: embrione iniettato con 2ng di miR-29a mimic, fenotipo 
moderato. (D): marcatura con N-tubulin; (E): trasmissione; (F): fusione dei canali. G,H,I: controllo, 
non iniettato. (G): marcatura con N-tubulin; (H): trasmissione; (I): fusione dei canali. Si nota come 
la marcatura appaia quantitativamente maggiore – considerando le relative dimensioni – in (D) e 
in (A) rispetto a (G) e come la zona rombencefalica di (A) mostri un abbondante numero di 
neuroni che sembrano assenti in (G). In (A) è evidente la localizzazione aberrante dei neuroni 
differenziati rispetto al controllo (G). 
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Figura 4.21: Immagini al confocale di teste e di code di embrioni di Danio rerio allo stadio di 
48hpf iniettati con 2ng di miR-29a mimic e marcati con anticorpo anti-N-tubulin: A,B: testa (A) e 
coda (B) di un embrione con fenotipo severo. C,D: testa (C) e coda (D) di un embrione con 
fenotipo severo. E,F: testa (E) e coda (F) di un embrione con fenotipo severo. G,H: testa (G) e coda 
(H) di un embrione con fenotipo moderato. I,J: testa (I) e coda (J) di un embrione con fenotipo 
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moderato. K,L: testa (K) e coda (L) di un embrione con fenotipo moderato. M,N: testa (M) e coda 
(N) di un embrione di controllo, non iniettato. O,P: testa (O) e coda (P) di un embrione di 
controllo, non iniettato. Q,R: testa (Q) e coda (R) di un embrione di controllo, non iniettato. Le 
code degli embrioni di controllo mostrano neuroni ben organizzati con i processi che evidenziano i 
singoli somiti; le teste mostrano la completa formazione del cervello e la localizzazione di un 
particolare nucleo di neuroni differenziati che costituisce il placode olfattivo. L’occhio è privo di 
marcatura al suo interno. Le teste e le code degli embrioni con fenotipo severo mostrano 
disorganizzazione dei neuroni differenziati, che sono presenti in quantità elevata in zone 
(rombencefalo e confine mesencefalo-rombencefalo) in cui non sono presenti nei controlli. Gli 
embrioni con fenotipo moderato hanno un grado di disorganizzazione inferiore rispetto a quelli 
con fenotipo severo, ma anche in questi la marcatura è abbondante ed estesa al rombencefalo. Si 
nota come gli occhi, privi di marcatura sia nei controlli che negli iniettati, abbiano dimensioni 
estremamente ridotte nei trattati. 
 
Allo stadio di 48hpf vengono sostanzialmente confermati i risultati ottenuti con 
l’esperimento di immunoistochimica messo a punto su embrioni di 24h (Figura 4.18). Gli 
embrioni iniettati mostrano la presenza di neuroni differenziati ampiamente 
disorganizzati lungo l’intero asse anteroposteriore (Figura 4.19). In Figura 4.21 vengono 
mostrati tre embrioni per ogni categoria in modo da documentare la variabilità del 
fenotipo. I neuroni differenziati degli embrioni di controllo (Figure 4.19.G e 4.21.N/P/R) 
sono ben allineati lungo il midollo, ed i processi, a questo stadio di sviluppo, si mostrano 
allungati a scandire i somiti. Negli iniettati è assente questo tipo di organizzazione 
periodica ed i neuroni con i relativi processi appaiono ammassati in maniera 
sostanzialmente amorfa negli embrioni con fenotipo severo (Figure 4.19.A e 4.21.B/D/F) e 
in modo disordinato in quelli con fenotipo moderato (Figure 4.19.D e 4.21.H/J/L). Al livello 
della regione cefalica, gli embrioni iniettati mostrano marcatura presente 
abbondantemente in zone – confine mesencefalo-rombencefalo e rombencefalo – dove è 
assente o scarsamente presente nei controlli (Figure 4.21.A/C/E, 4.21.G/I/K e 
4.21.M/O/Q). Gli occhi, che non sono marcati, appaiono estremamente ridotti se non del 
tutto assenti negli embrioni con fenotipo severo (Figura 4.21.A/C/E) e ridotti in quelli con 
fenotipo moderato (Figura 4.21.G/I/K) rispetto ai controlli (Figura 4.21.M/O/Q). 
Gli esperimenti successivi sono volti all’analisi dell’attività biologica di miR-15a e 
miR-101a, i quali sono ritenuti, in seguito all’analisi morfologica, candidati promettenti. E’ 
stato innanzitutto messo a punto un esperimento di immunoistochimica “whole-mount” 
rivolto alla rivelazione dell’antigene neuronale HuC/D. 
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Figura 4.22: Immagine al confocale di embrioni di Danio rerio allo stadio di 24hpf iniettati con 
2ng di miR-29a mimic, 2ng di miR-101a mimic e 2ng di miR-15a mimic e marcati con anticorpo 
anti-HuC/D. A,B,C: embrione iniettato con 2ng di miR-29a mimic, fenotipo severo. (A): marcatura 
con HuC/D; (B): trasmissione; (C): fusione dei canali. D,E,F: embrione iniettato con 2ng di miR-29a 
mimic, fenotipo moderato. (D): marcatura con HuC/D; (E): trasmissione; (F): fusione dei canali. 
G,H,I: embrione iniettato con 2ng di miR-101a mimic, fenotipo severo. (G): marcatura con HuC/D; 
(H): trasmissione; (I): fusione dei canali. J,K,L: embrione iniettato con 2ng di miR-101a mimic, 
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fenotipo moderato. (J): marcatura con HuC/D; (K): trasmissione; (L): fusione dei canali. M,N,O: 
embrione iniettato con 2ng di miR-15a mimic, fenotipo severo. (M): marcatura con HuC/D; (N): 
trasmissione; (O): fusione dei canali. P,Q,R: embrione iniettato con 2ng di miR-15a mimic, 
fenotipo moderato. (P): marcatura con HuC/D; (Q): trasmissione; (R): fusione dei canali. S,T,U: 
embrione di controllo, non iniettato. (S): marcatura con HuC/D; (T): trasmissione; (U): fusione dei 
canali. In (A) e (D) si nota un probabile sovrannumero di neuroni – considerando le relative 
dimensioni – che appaiono disposti in maniera disorganizzata, sia nella regione cefalica che nel 
midollo, rispetto al controllo (S). In (C) ed (F) si nota la presenza di alcuni neuroni ectopici che 
risiedono sul vitello. In (G) e (J) i neuroni differenziati si trovano anche in zone della testa – 
confine mesencefalo-rombencefalo e rombencefalo – dove sono assenti nei controlli, e popolano 
largamente il midollo disponendosi su più file. In (L) si nota la presenza di alcuni neuroni ectopici 
che risiedono sul vitello. In (M) si nota come la popolazione dei neuroni differenziati della testa 
non differisca in maniera particolare dal controllo (S), mentre i neuroni del midollo sembrano in 
sovrannumero e poco organizzati. In (M) si nota anche la presenza di numerosi neuroni ectopici 
che risiedono sul vitello. In (P) non si riscontrano differenze significative con il controllo (S) 
riguardo alla numerosità e alla disposizione dei neuroni differenziati. 
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Figura 4.23: Ingrandimento tratto da Figura 4.22 con ulteriori ingrandimenti della regione 
cefalica (lettere minuscole). A,B: embrione iniettato con miR-29a mimic, fenotipo severo. (A): 
marcatura con HuC/D; (B): fusione dei canali. C,D: embrione iniettato con miR-29a mimic, 
fenotipo moderato. (C): marcatura con HuC/D; (D): fusione dei canali. E,F: embrione di controllo, 
non iniettato. (E): marcatura con HuC/D; (F): fusione dei canali. I neuroni ectopici presenti negli 
embrioni iniettati con miR-29a mimic sono visibili in B e D (teste di freccia). 
 
Gli embrioni iniettati con miR-29a mimic (Figura 4.23.A/C) mostrano un’abbondante 
marcatura, indice della numerosità dei neuroni differenziati, che sono presenti in zone 
della testa – confine mesencefalo-rombencefalo e rombencefalo – in cui sono assenti nel 
controllo (Figura 4.23.E). In quest’ultimo i neuroni del midollo spinale sono disposti in 
maniera ordinata, cosa che non accade negli embrioni iniettati con miR-29a mimic, nei 
quali i neuroni del midollo appaiono in sovrannumero ed estremamente disordinati. In 
particolare, negli embrioni con fenotipo moderato (Figura 4.23.C) formano tre file distinte, 
di cui una è localizzata sul vitello (Figura 4.23.D). In entrambe le categorie fenotipiche, 
infine, si nota la presenza di alcuni neuroni ectopici formatisi presumibilmente 
sull’epidermide di rivestimento del vitello (Figura 4.23.B/D, teste di freccia). 
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Figura 4.24: Ingrandimento tratto da Figura 4.22 con ulteriori ingrandimenti della regione 
cefalica (lettere minuscole). A,B: embrione iniettato con miR-101a mimic, fenotipo severo. (A): 
marcatura con HuC/D; (B): fusione dei canali. C,D: embrione iniettato con miR-101a mimic, 
fenotipo moderato. (C): marcatura con HuC/D; (D): fusione dei canali. E,F: embrione di controllo, 
non iniettato. (E): marcatura con HuC/D; (F): fusione dei canali. I neuroni ectopici presenti negli 
embrioni iniettati con miR-101a mimic sono visibili in D (testa di freccia). 
 
Per quanto riguarda miR-101a, si nota come la forte microcefalia ad esso associata 
non comporti assolutamente perdita di neuroni differenziati, infatti anche in questo caso 
la marcatura nel sistema nervoso centrale appare abbondante (Figura 4.24.A/C). Si nota la 
presenza di numerosi neuroni differenziati nella zona del confine mesencefalo-
rombencefalo e del rombencefalo anteriore. Inoltre, i neuroni che compongono il midollo  
sembrano in sovrannumero se confrontati con il controllo (Figura 4.24.E): si nota come 
essi, negli iniettati, siano disposti in maniera più disordinata e quasi in due file. Infine, si 
nota anche negli embrioni iniettati con miR-101a mimic la presenza di alcuni neuroni, di 
cui HuC/D evidenzia il soma, che si trovano in posizione ectopica (Figura 4.24.F).  
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Figura 4.25: Ingrandimento tratto da Figura 4.22 con ulteriori ingrandimenti della regione del 
midollo anteriore (lettere minuscole). A,B: embrione iniettato con miR-15a mimic, fenotipo 
severo. (A): marcatura con HuC/D; (B): fusione dei canali. C,D: embrione iniettato miR-15a mimic, 
fenotipo moderato. (C): marcatura con HuC/D; (D): fusione dei canali. E,F: embrione di controllo, 
non iniettato. (E): marcatura con HuC/D; (F): fusione dei canali. I neuroni ectopici presenti negli 
embrioni iniettati con miR-15a mimic sono visibili in B e D (teste di freccia). 
 
La testa degli embrioni iniettati con miR-15a mimic (Figura 4.25.A/C) non appare 
estremamente diversa nel numero e nella distribuzione dei neuroni da quella dei controlli 
(Figura 4.25.E); il rombencefalo appare privo di neuroni. Per quanto riguarda il midollo, 
però, si nota come nell’embrione con fenotipo severo (Figura 4.25.A) i neuroni appaiano 
come  in sovrannumero nella parte anteriore, dove sono dislocati in più file ed 
estremamente disordinati. Nell’embrione con fenotipo moderato (Figura 4.25.C) invece, 
non si notano differenze sostanziali con il controllo. L’embrione con fenotipo severo, 
inoltre, mostra la presenza di un notevole numero di neuroni in posizione ectopica, 
presumibilmente formatisi sull’epidermide del vitello (Figura 4.25.B). 
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Solo l’ analisi della popolazione dei neuroblasti, mediante marcatura con un 
anticorpo anti-Musashi-1, permette di verificare l’ipotesi verosimile che l’ apparente 
sovrannumero di neuroni differenziati negli embrioni iniettati con i miRNA mimics dei 
microRNA invecchiamento-specifici sia dovuto ad uno sbilanciamento del rapporto tra 
neuroni differenziati e neuroblasti in favore dei primi. L’emissione in fluorescenza non 
viene quantificata, scegliendo di limitarsi ad un’osservazione qualitativa delle differenze 
di marcatura tra trattati e controlli. La popolazione dei neuroblasti è confrontata con 
quella dei neuroni differenziati grazie all’utilizzo contemporaneo di un anticorpo anti-N-
tubulin. Tale esperimento di doppia marcatura immunoistochimica “whole-mount” è 
stato condotto su embrioni iniettati con miR-29a, miR-101a e miR-15a mimics, con 
fenotipo sia moderato che severo, agli stadi di 24hpf e 48hpf. 
 
Figura 4.26: Immagine al confocale con relativi ingrandimenti della regione cefalica (lettere 
minuscole) di embrioni di Danio rerio allo stadio di 24hpf iniettati con 2ng di miR-29a mimic, 
2ng di miR-101a mimic e 2ng di miR-15a mimic (fenotipi severi) e marcati con anticorpi anti-N-
tubulin (rosso) e anti-Musashi-1 (verde). A,B,C: embrione di controllo, non iniettato. (A): 
marcatura con Msi-1; (B) marcatura con N-tubulin; (C): fusione dei canali. D,E,F: embrione 
iniettato con 2ng di miR-29a mimic. (D): marcatura con Msi-1; (E): marcatura con N-tubulin; (F): 
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fusione dei canali. G,H,I: embrione iniettato con 2ng di miR-15a mimic. (G): marcatura con Msi-1; 
(H): marcatura con N-tubulin; (I): fusione dei canali. J,K,L: embrione iniettato con 2ng di miR-101a 
mimic; (J): marcatura con Msi-1; (K): marcatura con N-tubulin; (L): fusione dei canali. La quantità 
di marcatura relativa a Msi-1 appare molto superiore nel controllo (A), rispetto agli embrioni 
iniettati con miR-29a (D); si nota anche come in (D) sia assente la marcatura di Msi-1 nell’occhio. 
Anche miR-15a (G) pare associato ad una diminuzione del numero di neuroblasti, benché la 
quantità di marcatura appaia superiore in (G) piuttosto che in (D) o (J). L’espressione di Msi-1 
appare notevolmente diminuita anche in (J). Gli embrioni iniettati mostrano un probabile 
sbilanciamento del rapporto tra neuroni differenziati e neuroblasti in favore dei primi: questo è 
vero soprattutto per miR-29a (E). Per miR-15a (H) l’aumento è relativo al solo midollo spinale e 
miR-101a (K) sembra portare alla comparsa di neuroni differenziati anche nella porzione più 
anteriore del rombencefalo. (C,F,I,L): l’espressione di Msi-1 e N-tubulin sono complementari. 
 
Negli embrioni selvatici (Figura 4.26.A) Musashi-1 è abbondantemente espressa in 
tutto il sistema nervoso centrale, compresi gli occhi, fino alla porzione più anteriore del 
midollo. L’iniezione di miR-29a mimic sembra associata ad una decisa diminuzione 
dell’espressione di questa proteina: sorprendentemente, inoltre, l’espressione di 
Musashi-1 è assente nell’occhio (Figura 4.26.D). Per quanto riguarda miR-15a (Figura 
4.26.G), il cervello e la porzione anteriore del midollo appaiono decisamente marcati, in 
modo meno evidente rispetto ai controlli ma maggiore rispetto agli iniettati con miR-29a 
mimic. Mir-101a, invece, sembra causare una forte diminuzione dell’espressione della 
proteina Msi-1 (Figura 4.26.J). Questo dato non sorprende, dal momento che è noto che 
miR-101a ha come target diretto proprio l’mRNA di Msi-1, almeno in cellule di 
mammifero (Vo et al., 2011). 
Per quanto riguarda la marcatura di N-tubulin, vengono confermati i risultati già 
precedentemente illustrati: miR-29a è associato ad un probabile aumento del numero di 
neuroni differenziati a scapito dei neuroblasti, sia nel cervello che nel midollo, e ad una 
disorganizzazione degli stessi (Figura 4.26.F). Mir-15a sembra associato ad una probabile 
sproporzione del rapporto tra neuroni differenziati e neuroblasti, in favore dei primi, solo 
nel midollo (Figura 4.26.I); per miR-101a tale sproporzione è osservabile al livello del 
cervello, specialmente nel rombencefalo (Figura 4.26.L). L’embrione iniettato con miR-
101a mostra inoltre un evidente neurone – o un accumulo di neuroni – dotato di alcuni 
processi, in sede ectopica (Figura 4.26.L, testa di freccia). Infine, come atteso, si nota 
come in ogni caso, sia negli embrioni iniettati che nel controllo, la marcatura e quindi 
l’espressione di N-tubulin e quella di Msi-1 siano complementari (Figura 4.26.C/F/I/L). 
Nelle immagini in cui i due canali sono fusi si può meglio apprezzare come nel caso di miR-
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29a e miR-101a (ma non miR-15a) il rapporto tra neuroni differenziati e precursori sia 
gravemente sbilanciato nella regione cefalica, il che si evidenzia in una maggiore superfice 
relativa marcata in rosso rispetto alla marcatura in verde. 
 
Figura 4.27: Immagine al confocale con relativi ingrandimenti della regione cefalica (lettere 
minuscole) di embrioni di Danio rerio allo stadio di 24hpf iniettati con 2ng di miR-29a mimic, 
2ng di miR-101a mimic e 2ng di miR-15a mimic (fenotipi moderati) e marcati con anticorpi anti-
N-tubulin (rosso) e anti-Musashi-1 (verde). A,B,C: embrione di controllo, non iniettato. (A): 
marcatura con Msi-1; (B) marcatura con N-tubulin; (C): fusione dei canali. D,E,F: embrione 
iniettato con 2ng di miR-29a mimic. (D): marcatura con Msi-1; (E): marcatura con N-tubulin; (F): 
fusione dei canali. G,H,I: embrione iniettato con 2ng di miR-15a mimic. (G): marcatura con Msi-1; 
(H): marcatura con N-tubulin; (I): fusione dei canali. J,K,L: embrione iniettato con 2ng di miR-101a 
mimic. (J): marcatura con Msi-1; (K): marcatura con N-tubulin; (L): fusione dei canali. L’intensità di 
fluorescenza relativa a Msi-1 appare inferiore negli embrioni iniettati (D,G,J) rispetto al controllo 
(A). MiR-29a sembra associato all’assenza di espressione di Msi-1 nell’occhio (D). MiR-29a è 
associato ad una probabile sproporzione del rapporto tra neuroni differenziati e neuroblasti, in 
favore dei primi, nel cervello e nel midollo (F), e alla formazione di neuroni ectopici (E), se 
confrontato con il controllo (B). Non si notano differenze evidenti nella popolazione dei neuroni 
differenziati tra gli embrioni iniettati con miR-15a e miR-101a mimic (H,K) e il controllo (B), 
benché gli iniettati mostrino una certa disorganizzazione neuronale in particolare lungo il midollo 
spinale. (C,F,I,L): l’espressione di Msi-1 e N-tubulin risultano complementari. 
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I fenotipi moderati degli embrioni iniettati con miR-29a, miR-15a e miR-101a, 
analizzati nel corso del medesimo esperimento con gli stessi marcatori, mostrano, in linea 
di massima, le medesime caratteristiche illustrate per i relativi fenotipi severi. In 
particolare, si nota come la marcatura di Musashi-1 sia maggiore nei primi (Figura 
4.27.D/G/J) rispetto ai secondi (Figura 4.26.D/G/J), ma ancora una volta visibilmente 
ridotta rispetto al controllo (Figura 4.27.A). Gli embrioni iniettati con miR-29a mimic 
(Figura 4.27.D), ancora una volta, mostrano assenza di marcatura nell’occhio. Per quanto 
riguarda N-tubulin, gli embrioni iniettati con miR-15a (Figura 4.27.H) e con miR-101a 
(Figura 4.27.K) non presentano differenze sostanziali rispetto al controllo (Figura 4.27.B), 
se non per una certa disorganizzazione dei neuroni del midollo. Invece, il rapporto tra 
neuroni differenziati e neuroblasti, negli embrioni iniettati con miR-29a, appare 
nuovamente sproporzionato in favore dei neuroni differenziati (Figura 4.27.F) sia nella 
regione cefalica – confine mesencefalo-rombencefalo e rombencefalo anteriore – sia nel 
midollo, dove i soma neuronali sono disposti su più file. In particolare, gli embrioni 
iniettati con miR-29a mostrano la presenza di una serie di neuroni in posizione ectopica, 
presumibilmente dislocati sull’epidermide del vitello (Figura 4.27.E). 
Un esperimento identico di doppia marcatura con Musashi-1 e N-tubulin è condotto 
su embrioni iniettati con miR-29a, miR-15a e miR-101a e fissati a 48hpf. L’espressione di 
Msi-1, a questo stadio di sviluppo, è meno diffusa e delinea chiaramente il confine 
mesencefalo-rombencefalo. L’occhio è intensamente marcato (Figura 4.28.A). L’intensità 
di fluorescenza negli embrioni iniettati, per quanto riguarda Msi-1, appare notevolmente 
inferiore rispetto a quella del controllo, in particolare negli embrioni iniettati con miR-29a, 
sia con fenotipo moderato (Figura 4.29.D) che severo (Figura 4.28.D), nei quali Msi-1 non 
è espresso nell’occhio. L’espressione di Msi-1 negli embrioni iniettati con miR-101a 
(Figure 4.28.J e 4.29.J) è notevolmente minore rispetto al controllo, ma maggiore rispetto 
agli iniettati con miR-29a. In nessuno di questi embrioni è possibile riconoscere il pattern 
di espressione di Msi-1, che risulta ben definito nel controllo, tranne che nell’embrione 
iniettato con miR-15a con fenotipo moderato (Figura 4.29.G), nel quale l’intensità di 
fluorescenza è comunque minore. La marcatura con N-tubulin conferma sostanzialmente 
il quadro ottenuto con l’esperimento allo stadio di 24hpf: il microRNA che pare apportare 
le più profonde modifiche al rapporto tra neuroni differenziati e neuroblasti e 
all’organizzazione dei primi è miR-29a (Figure 4.28.E e 4.29.E). Si notano alcuni neuroni 
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ectopici al livello del vitello nel fenotipo severo (Figura 4.28.F). Si nota come ancora una 
volta l’iniezione di miR-15a mimic abbia effetti scarsi sull’encefalo (Figure 4.28.H e 4.29.H), 
ma affligga maggiormente il midollo, che appare più ricco, anteriormente, di neuroni 
differenziati; sono presenti anche alcuni neuroni ectopici (Figura 4.28.I). Infine, è ben 
visibile anche a questo stadio di sviluppo la complementarietà tra le marcature di N-
tubulin e di Musashi-1 (Figure 4.28.C/F/I/L e 4.29.C/F/I/L). 
 
Figura 4.28: Immagine al confocale con relativi ingrandimenti della regione cefalica (lettere 
minuscole) di embrioni di Danio rerio allo stadio di 48hpf iniettati con 2ng di miR-29a mimic, 
2ng di miR-101a mimic e 2ng di miR-15a mimic (fenotipi severi) e marcati con anticorpi anti-N-
tubulin (rosso) e anti-Musashi-1 (verde): A,B,C: embrione di controllo, non iniettato. (A): 
marcatura con Msi-1; (B) marcatura con N-tubulin; (C): fusione dei canali. D,E,F: embrione 
iniettato con 2ng di miR-29a mimic. (D): marcatura con Msi-1; (E): marcatura con N-tubulin; (F): 
fusione dei canali. G,H,I: embrione iniettato con 2ng di miR-15a mimic. (G): marcatura con Msi-1; 
(H): marcatura con N-tubulin; (I): fusione dei canali. J,K,L: embrione iniettato con 2ng di miR-101a 
mimic. (J): marcatura con Msi-1; (K): marcatura con N-tubulin; (L): fusione dei canali. L’intensità 
della fluorescenza relativa all’espressione di Msi-1 è negli iniettati (D,G,J) evidentemente inferiore 
rispetto al controllo (A), in particolar modo negli embrioni iniettati con miR-29a mimic (D). 
L’analisi della marcatura di N-tubulin a questo stadio di sviluppo non aggiunge altre informazioni 
rispetto a quelle ottenute dall’analisi allo stadio di 24hpf (Figura 4.26). (C,F,I,L): l’espressione di 
Msi-1 e N-tubulin risultano complementari anche in questo stadio di sviluppo. 
 
  
 
99 Risultati 
 
Figura 4.29: Immagine al confocale con relativi ingrandimenti della regione cefalica (lettere 
minuscole) di embrioni di Danio rerio allo stadio di 48hpf iniettati con 2ng di miR-29a mimic, 
2ng di miR-101a mimic e 2ng di miR-15a mimic (fenotipi moderati) e marcati con anticorpi anti-
N-tubulin (rosso) e anti-Musashi-1 (verde): A,B,C: embrione di controllo, non iniettato. (A): 
marcatura con Msi-1; (B) marcatura con N-tubulin; (C): fusione dei canali. D,E,F: embrione 
iniettato con 2ng di miR-29a mimic. (D): marcatura con Msi-1; (E): marcatura con N-tubulin; (F): 
fusione dei canali. G,H,I: embrione iniettato con 2ng di miR-15a mimic. (G): marcatura con Msi-1; 
(H): marcatura con N-tubulin; (I): fusione dei canali. J,K,L: embrione iniettato con 2ng di miR-101a 
mimic. (J): marcatura con Msi-1; (K): marcatura con N-tubulin; (L): fusione dei canali. L’intensità 
della fluorescenza relativa all’espressione di Msi-1 è negli iniettati (D,G,J) evidentemente inferiore 
rispetto al controllo (A), in particolar modo negli embrioni iniettati con miR-29a mimic (D). Solo 
nell’embrione iniettato con miR-15a mimic (G) è possibile riconoscere il medesimo pattern di 
espressione che è visibile nel controllo (A). L’analisi della marcatura di N-tubulin a questo stadio di 
sviluppo non aggiunge altre informazioni rispetto a quelle ottenute dall’analisi allo stadio di 24hpf 
(Figura 4.26). (C,F,I,L): l’espressione di Msi-1 e N-tubulin risultano complementari anche in questo 
stadio di sviluppo. 
 
In un secondo momento è stato preso in considerazione miR-26a; gli embrioni 
iniettati con miR-26a mimic e fissati allo stadio di 24hpf sono stati analizzati in maniera 
simile a quanto visto per miR-29a, miR-15a e miR-101a, mediante immunoistochimica 
“whole-mount” volta alla rivelazione di Musashi-1 e HuC/D, al fine di verificare l’ipotesi 
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che anche miR-26a sia associato ad un possibile sbilanciamento del rapporto tra neuroni 
differenziati e neuroblasti, a scapito dei secondi. 
 
Figura 4.30: Immagine al confocale con relativi ingrandimenti della regione del midollo 
anteriore (lettere minuscole) di embrioni di Danio rerio allo stadio di 24hpf iniettati con 2ng di 
miR-26a mimic e marcati con anticorpi anti-HuC/D (rosso) e anti-Musashi-1 (verde): A,B,C: 
embrione di controllo, non iniettato. (A): marcatura con Msi-1; (B) marcatura con HuC/D; (C): 
fusione dei canali. D,E,F: embrione iniettato con 2ng di miR-26a mimic. (D): marcatura con Msi-1; 
(E): marcatura con HuC/D; (F): fusione dei canali. G,H,I: embrione iniettato con 2ng di miR-26a 
mimic. (G): marcatura con Msi-1; (H): marcatura con HuC/D; (I): fusione dei canali. J,K,L: embrione 
iniettato con 2ng di miR-26a mimic. (J): marcatura con Msi-1; (K) marcatura con HuC/D; (L): 
fusione dei canali. Gli embrioni iniettati (D,G,J) mostrano un’intensità di fluorescenza relativa a 
Msi-1 inferiore rispetto al relativo controllo (A). La marcatura con HuC/D rivela un possibile 
sovrannumero di neuroni differenziati nella zona più anteriore del midollo spinale (E,H,K) rispetto 
al controllo (B), mentre non rivela differenze sostanziali per quanto riguarda la regione cefalica. 
Sia nel controllo che negli iniettati, la fluorescenza relativa a Msi-1 è complementare a quella 
relativa a HuC/D (C,F,I,L): si nota come la marcatura di Msi-1 arretri in direzione rostrale negli 
iniettati (F,I,L) lasciando spazio ad HuC/D, cosa che non accade nel controllo (C), dove l’intensità di 
fluorescenza relativa a Msi-1 sovrasta quasi completamente quella relativa ad HuC/D fino alla 
prima metà del midollo. Inoltre, la marcatura di Msi-1 nel controllo è presente per tutta la 
lunghezza del midollo (A), cosa che non avviene negli iniettati, dove termina prima (D,G,J). 
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Per quanto riguarda HuC/D, l’intensità e il pattern di fluorescenza degli iniettati, 
relativamente all’encefalo, non presenta significative differenze rispetto agli embrioni 
selvatici. La porzione più anteriore del midollo spinale, invece, presenta quello che 
sembra una sproporzione di neuroni differenziati rispetto ai neuroblasti: i primi sono 
disposti in maniera piuttosto ordinata (Figura 4.30.E/H/K), in modo da formare più file 
parzialmente sovrapposte, in modo difforme dal controllo (Figura 4.30.B). Relativamente 
a Musashi-1 si può affermare che negli embrioni iniettati con miR-26a la marcatura 
termina molto più anteriormente rispetto al controllo, nel quale si protrae per tutta la 
lunghezza del midollo (Figura 4.30.A/D/G/J). 
Dalla fusione dei segnali di Msi-1 e HuC/D, si nota come la marcatura relativa a 
Musashi-1 arretri in direzione rostrale negli embrioni iniettati (Figure 4.30.F/I/L), 
lasciando spazio ad HuC/D nella zona più anteriore del midollo: nel controllo (Figura 
4.30.C) l’intensità di fluorescenza relativa a Msi-1 sovrasta quella relativa ad HuC/D fino a 
circa la prima metà del midollo, cosa che non accade negli iniettati, nei quali il segnale di 
HuC/D si fa più intenso di quello di Msi-1 sin dalla porzione più anteriore del midollo. 
Quest’ultimo appare il dato preliminare più importante riscontrabile grazie a questo 
esperimento. Infine, si può affermare che anche la marcatura di HuC/D è del tutto 
complementare a quella di Msi-1, sia nel controllo che negli iniettati (Figura 4.29.C/F/I/L).  
Dagli esperimenti finora condotti appare chiaro come miR-29a sia il microRNA a cui 
è associabile il fenotipo più compatibile con analisi di tipo qualitativo come quelle rese 
possibili dall’immunoistochimica “whole-mount”. Per questo motivo, si è cercato di 
indagare un possibile effetto del sovradosaggio di questo miRNA relativamente all’attività 
proliferativa di tutte le cellule, utilizzando una doppia marcatura per N-tubulin e PCNA. Si 
è scelto di operare su embrioni allo stadio di 48hpf poiché a questo stadio di sviluppo 
l’espressione di questo antigene è più circoscritta rispetto allo stadio di 24hpf, e quindi 
possibili differenze tra trattati e controlli sono più apprezzabili (Seipold et al., 2009; 
Mönnich et al., 2009). 
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Figura 4.31: Immagine al confocale con ingrandimenti delle regioni cefalica e caudale (lettere 
minuscole) di embrioni di Danio rerio allo stadio di 48hpf iniettati con 2ng di miR-29a mimic e 
marcati con anticorpi anti-PCNA (verde) e anti-N-tubulin (rosso). A,B,C: embrione iniettato con 
2ng di miR-29a mimic, fenotipo severo. (A): marcatura con PCNA; (B): marcatura con N-tubulin; 
(C): fusione dei canali. D,E,F: embrione iniettato con 2ng di miR-29a mimic, fenotipo moderato. 
(D): marcatura con PCNA; (E): marcatura con N-tubulin; (F) fusione dei canali. G,H,I: embrione di 
controllo, non iniettato. (G): marcatura con PCNA; (H): marcatura con N-tubulin; (I): fusione dei 
canali. PCNA marca il tetto ottico, il confine mesencefalo-rombencefalo, l’occhio, la faringe, 
l’abbozzo della pinna, il pronefro e la parte terminale della coda in embrioni selvatici (G). La 
marcatura relativa a PCNA in embrioni dal fenotipo moderato (D) non è sostanzialmente diversa 
da quella del controllo (G). Si nota come anche negli embrioni con fenotipo severo (A) PCNA sia 
espressa nella pozione più anteriore e posteriore dell’embrione (A). L’analisi della marcatura con 
N-tubulin conferma i dati precedentemente ottenuti. (C,F,I): l’espressione di PCNA e di N-tubulin è 
complementare. 
 
Dai dati ottenuti, si nota come in embrioni selvatici PCNA marchi preferenzialmente 
tetto ottico, confine mesencefalo-rombencefalo, occhio, faringe, abbozzo della pinna, 
pronefro e porzione terminale della coda (Figura 4.31.G/I). Sorprendentemente, non si 
riscontrano differenze profonde per quanto riguarda la marcatura con PCNA tra controlli 
ed embrioni iniettati con miR-29a mimic e fenotipo moderato: si nota, però, come la 
marcatura a livello del confine mesencefalo-rombencefalo e a livello dell’occhio risulti 
meno intensa negli iniettati (Figura 4.31.D). Negli embrioni con fenotipo severo la 
marcatura di PCNA è presente ma priva del pattern caratteristico: è concentrata nella 
testa e nella porzione terminale della coda (Figura 4.31.A). La marcatura con N-tubulin 
conferma i dati già precedentemente ottenuti ed esposti (Figura 4.31.B/E/H). Anche per 
quanto riguarda PCNA, infine, è possibile affermare che, come è logico aspettarsi, questo 
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antigene è espresso in zone in cui non si riscontra espressione di N-tubulin (Figura 
4.31.C/F/I). 
Successivamente è stato ritenuto utile analizzare gli embrioni iniettati con i miRNA 
inhibitors dei microRNA invecchiamento-specifici, mediante la medesima combinazione di 
anticorpi utilizzata per quest’ultimo esperimento: PCNA e N-tubulin. Gli embrioni iniettati 
con 4ng di miR-15a inhibitor, miR-29a-inhibitor e miR-101a inhibitor non presentano un 
fenotipo morfologicamente dissimile da quello selvatico (Figura 4.17.A/J/K/L), ma 
potrebbero rivelare alcune anomalie non macroscopiche circa la capacità proliferativa 
cellulare o la numerosità e la distribuzione dei neuroni differenziati. Sono stati presi in 
esame solo embrioni fissati allo stadio di 48hpf.  
Il primo esperimento di questo genere è stato condotto sugli embrioni iniettati con 
4ng di miR-29a inhibitor e fissati allo stadio di 48hpf. Il fine è sostanzialmente quello di 
verificare che il miRNA inhibitor non abbia alcun effetto di tipo aspecifico sul sistema 
nervoso centrale. Si tratta di un controllo per le successive analisi su embrioni iniettati 
con gli altri miRNA inhibitors. In effetti non si riscontrano differenze sostanziali tra trattati 
e relativi controlli né per quanto riguarda PCNA né per N-tubulin (Figura 4.32).  
La marcatura doppia con anticorpi anti-N-tubulin e anti-PCNA di embrioni allo 
stadio di 48hpf iniettati con 4ng di miR-15a inhibitor mostra come tra embrioni iniettati e 
controlli non vi siano sostanziali differenze per quanto riguarda l’espressione di PCNA 
nella testa e nella prima parte del tronco (Figura 4.33.A/D/G/J/M). Al contrario, per 
quanto riguarda N-tubulin, negli embrioni selvatici (Figura 4.33.B) sono presenti corpi 
cellulari marcati nella parte più anteriore del midollo che invece sembrano assenti negli 
iniettati (Figura 4.33.E/H/K/N). Questo dato è estremamente preliminare, dal momento 
che il genere di analisi condotta è adatto alla captazione di differenze più macroscopiche 
tra i segnali di fluorescenza. 
Non sono stati condotti esperimenti di immunoistochimica “whole-mount” su 
embrioni iniettati con miR-101a inhibitor.  
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Figura 4.32: Immagine al confocale di teste di embrioni di Danio rerio allo stadio di 48hpf 
iniettati con 4ng di miR-29a inhibitor e marcati con anticorpi anti-PCNA (verde) e anti-N-tubulin 
(rosso). A,B,C: controllo, non iniettato. (A): marcatura con PCNA; (B): marcatura con N-tubulin; (C): 
fusione dei canali. D,E,F: embrione iniettato con 4ng di miR-29a inhibitor. (D): marcatura con 
PCNA; (E): marcatura con N-tubulin; (F) fusione dei canali. G,H,I: embrione iniettato con 4ng di 
miR-29a inhibitor. (G): marcatura con PCNA; (H): marcatura con N-tubulin; (I): fusione dei canali. 
Sia per quanto riguarda la marcatura relativa a PCNA che per quella relativa a N-tubulin, non si 
riscontrano differenze sostanziali tra gli embrioni iniettati (D,E,G,H) e quelli selvatici (A,B). Si nota 
come in ogni caso i due segnali risultino del tutto complementari (C,F,I). 
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Figura 4.33: Immagine al confocale con ingrandimenti della regione del midollo anteriore 
(lettere minuscole) di teste di embrioni di Danio rerio allo stadio di 48hpf iniettati con 4ng di 
miR-15a inhibitor e marcati con anticorpi anti-PCNA (verde) e anti-N-tubulin (rosso). A,B,C: 
controllo, non iniettato. (A): marcatura con PCNA; (B): marcatura con N-tubulin; (C): fusione dei 
canali. D,E,F: embrione iniettato con 4ng di miR-15a inhibitor. (D): marcatura con PCNA; (E): 
marcatura con N-tubulin; (F): fusione dei canali. G,H,I: embrione iniettato con 4ng di miR-15a 
inhibitor. (G): marcatura con PCNA; (H): marcatura con N-tubulin; (I): fusione dei canali. J,K,L: 
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embrione iniettato con 4ng di miR-15a inhibitor. (J): marcatura con PCNA; (K): marcatura con N-
tubulin; (L) fusione dei canali. M,N,O: embrione iniettato con 4ng di miR-15a inhibitor. (M): 
marcatura con PCNA; (N): marcatura con N-tubulin; (O) fusione dei canali. Non si riscontrano 
sostanziali differenze tra trattati e controlli per quanto riguarda la marcatura relativa a PCNA 
(A,D,G,J,M), mentre nei controlli sono visibili alcuni corpi cellulari appartenenti a neuroni 
differenziati e marcati con N-tubulin nella porzione più anteriore del midollo (B) che non sono 
visibili nei trattati (E,H,K,N). La marcatura con PCNA e quella con N-tubulin risultano del tutto 
complementari sia nei trattati che nei controlli (C,F,I,L,O). 
 
4.2.3 L’analisi per immunoistochimica “whole-mount” sugli embrioni iniettati con miR-
20a mimic fornisce risultati inattesi 
Sebbene l’analisi morfologica non abbia portato a stabilire l’esistenza di differenze 
evidenti tra gli embrioni iniettati con 2ng miR-20a mimic e gli embrioni selvatici (Figure 
4.16.A/Q e 4.17.A/Q), si è ritenuto ugualmente utile condurre un esperimento di 
immunoistochimica “whole-mount” al fine di verificare se effettivamente trattati e 
controlli non differiscono in alcun modo tra loro relativamente alla capacità proliferativa e 
alla numerosità relativa e alla localizzazione dei neuroni. 
Il risultato ottenuto con la doppia marcatura con PCNA e N-tubulin su embrioni 
iniettati con miR-20a mimic e fissati allo stadio di 48hpf ha rivelato che in realtà gli 
embrioni iniettati, che erano stati giudicati tutti simili tra loro e simili ai non trattati, 
possono essere suddivisi in due categorie: metà degli embrioni trattati e marcati, infatti, 
mostra un pattern d’espressione relativo a PCNA e N-tubulin che è del tutto identico a 
quello dei controlli (Figura 4.34.A/D). L’altra metà, al contrario, mostra un aumento 
dell’intensità di fluorescenza relativa a PCNA nella regione cefalica (Figura 4.34.G). Ciò è 
correlato con una minor intensità di segnale relativa a N-tubulin nella testa: è evidente 
come il mesencefalo, che risulta fortemente evidenziato da N-tubulin nei controlli e negli 
iniettati con fenotipo selvatico (Figura 4.34.B/E), appaia solo abbozzato negli embrioni 
con aumento dell’intensità di segnale di PCNA (Figura 4.34.H). Viene comunque 
confermata la non sovrapponibilità delle marcature relative a PCNA e N-tubulin (Figura 
4.34.C/F/I). E’ necessario sottolineare che questo dato, come il precedente, è del tutto 
preliminare. 
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Figura 4.34: Immagine al confocale di teste di embrioni di Danio rerio allo stadio di 48hpf 
iniettati con 2ng di miR-20a mimic e marcati con anticorpi anti-PCNA (verde) e anti-N-tubulin 
(rosso). A,B,C: controllo, non iniettato. (A): marcatura con PCNA; (B): marcatura con N-tubulin; 
(C): fusione dei canali. D,E,F: embrione iniettato con 2ng di miR-20a mimic. (D): marcatura con 
PCNA; (E): marcatura con N-tubulin; (F): fusione dei canali. G,H,I: embrione iniettato con 2ng di 
miR-20a mimic. (G): marcatura con PCNA; (H): marcatura con N-tubulin; (I): fusione dei canali. In 
(D,E,F) non si notano differenze sostanziali con il controllo (A,B,C), mentre in (G) si nota come 
l’intensità di fluorescenza relativa a PCNA sia maggiore nella regione cefalica rispetto a (A,D) e in 
(H) si nota come il mesencefalo sia debolmente marcato rispetto a (B,E). Le marcature relative a 
PCNA ed N-tubulin risultano in ogni caso complementari (C,F,I). 
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4.2.4 Analisi condotte a stadi precoci dello sviluppo rafforzano l’ipotesi che i miRNA 
invecchiamento-specifici svolgano un ruolo nel differenziamento dei neuroni 
L’ultima serie di esperimenti è finalizzata a corroborare i dati precedentemente 
ottenuti sui microRNA invecchiamento-specifici, che hanno portato a restringere 
ulteriormente il campo di studio a miR-29a e miR-101a. Questi due microRNA sono, infatti, 
quelli più verosimilmente associabili al fenomeno del differenziamento neuronale, dato 
che gli embrioni iniettati con i rispettivi miRNA mimics mostrano un evidente 
sbilanciamento del rapporto tra neuroni differenziati e neuroblasti in favore dei primi. 
Ora l’intento è quello di verificare la plausibilità dell’ipotesi che miR-29a e miR-101a 
causino un prematuro differenziamento dei neuroni. Per questo motivo, è stato condotto 
un esperimento di “time-course”, durante il quale embrioni iniettati allo stadio di 1-4 
cellule con 2ng di miR-29a mimic, embrioni iniettati con 2ng di miR-101a mimic e controlli 
non iniettati sono stati fissati a stadi di sviluppo diversi fino al compimento di un giorno di 
vita: un pool di embrioni è stato fissato allo stadio di 10hpf, un altro a 11h e 30’hpf, un 
altro a 14hpf e l’ultimo, con valore di controllo positivo, a 24hpf. Gli stadi di osservazione 
sono stati così selezionati poiché a 10hpf gli embrioni in condizioni standard di crescita 
terminano l’epibolia, iniziano la somitogenesi, e mostrano la piastra neurale ben formata, 
mentre a 14hpf è visibile il tubo neurale (Kimmel et al., 1995). Dato che questo genere di 
analisi si basa sull’osservazione degli embrioni nell’arco del loro sviluppo, 
interrompendolo in punti cruciali, si è cercato di massimizzare la precisione iniettando i 
due microRNA il medesimo giorno: in questo modo tutti gli embrioni utilizzati per il “time-
course” risultano provenienti da uova deposte nello stesso momento.   
I marcatori utilizzati per tutti gli stadi di osservazione sono Musashi-1 e HuC/D.  
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Figura 4.35: Immagine al confocale di embrioni di Danio rerio allo stadio di 10hpf iniettati con 
miR-29a mimic e miR-101a mimic e marcati con anticorpi anti-Musashi-1 (verde) e anti-HuC/D 
(rosso). L’abbozzo della testa è rivolto a sinistra. A,B,C,D: embrione iniettato con 2ng di miR-29a 
mimic. (A): trasmissione; (B): marcatura con HuC/D; (C): marcatura con Msi-1; (D): fusione dei 
canali. E,F,G,K: embrione iniettato con2ng di miR-101a mimic. (E): trasmissione; (F): marcatura 
con HuC/D; (G): marcatura con Msi-1; (H):fusione dei canali. I,J,K,L: embrione di controllo, non 
iniettato. (I): trasmissione; (J): marcatura con HuC/D; (K): marcatura con Msi-1; (L): fusione dei 
canali. L’espressione di HuC/D è assente (B,F,J), mentre si nota un lieve segnale di fluorescenza 
relativo a Msi-1 in tutti gli embrioni (C,G,K). 
 
 
Allo stadio di 10hpf non si riscontrano differenze morfologiche sostanziali tra gli 
embrioni (Figura 4.35.A/E/I). Si nota come l’espressione di HuC/D sia totalmente assente 
sia negli iniettati che nei controlli (Figura 4.35.B/F/J). Al contrario si riscontra un lieve 
segnale di fluorescenza relativo a Musashi-1 nella porzione anteriore degli embrioni 
(Figura 4.35.C/G/K). 
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Figura 4.36: Immagine al confocale di embrioni di Danio rerio allo stadio di 11h e 30’hpf iniettati 
con miR-29a mimic e miR-101a mimic e marcati con anticorpi anti-Musashi-1 (verde) e anti-
HuC/D (rosso). L’abbozzo della testa è rivolto a sinistra. A,B,C,D: embrione iniettato con 2ng di 
miR-29a mimic. (A): trasmissione; (B): marcatura con HuC/D; (C): marcatura con Msi-1; (D): 
fusione dei canali. E,F,G,K: embrione iniettato con2ng di miR-101a mimic. (E): trasmissione; (F): 
marcatura con HuC/D; (G): marcatura con Msi-1; (H): fusione dei canali. I,J,K,L: embrione di 
controllo, non iniettato. (I): trasmissione; (J): marcatura con HuC/D; (K): marcatura con Msi-1; (L): 
fusione dei canali. L’emissione in fluorescenza relativa a Msi-1 è paragonabile per gli embrioni 
iniettati con miR-29a mimic e i controlli (C,K), mentre è inferiore negli embrioni iniettati con miR-
101a mimic (G). Non si riscontra emissione di fluorescenza relativa ad HuC/D in nessuno degli 
embrioni (B,F,J). 
 
Allo stadio di 11h e 30’hpf si nota come gli embrioni siano ancora morfologicamente 
simili tra loro (Figura 4.36.A/E/I) e come l’intensità di fluorescenza relativa a Msi-1 sia 
notevolmente aumentata rispetto al precedente stadio di osservazione. L’intensità del 
segnale relativa a Msi-1 negli embrioni iniettati con miR-29a mimic e nei controlli appare 
del tutto simile (Figura 4.36.C/K), mentre appare inferiore ai controlli negli embrioni 
iniettati con miR-101a mimic (Figura 4.36.G). Per quanto riguarda HuC/D, non è visibile 
alcuna emissione di fluorescenza specifica in nessuno degli embrioni (Figura 4.36.B/F/J). 
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Figura 4.37: Immagine al confocale di embrioni di Danio rerio allo stadio di 14hpf iniettati con 
miR-29a mimic e miR-101a mimic e marcati con anticorpi anti-Musashi-1 (verde) e anti-HuC/D 
(rosso). L’abbozzo della testa è rivolto a sinistra. A,B,C,D: embrione iniettato con 2ng di miR-29a 
mimic. (A): trasmissione; (B): marcatura con HuC/D; (C): marcatura con Msi-1; (D): fusione dei 
canali. E,F,G,K: embrione iniettato con 2ng di miR-101a mimic. (E): trasmissione; (F): marcatura 
con HuC/D; (G): marcatura con Msi-1; (H): fusione dei canali. I,J,K,L: embrione di controllo, non 
iniettato. (I): trasmissione; (J): marcatura con HuC/D; (K): marcatura con Msi-1; (L): fusione dei 
canali. Si nota come gli embrioni iniettati con miR-29a mimic siano difformi dai controlli (A,I). 
L’emissione in fluorescenza relativa a Msi-1 è paragonabile per gli embrioni iniettati con miR-29a 
mimic e i controlli (C,K), mentre è inferiore negli embrioni iniettati con miR-101a (G). Compare un 
certo numero di neuroni marcati con HuC/D negli iniettati con miR-29a mimic (B) ed un numero 
inferiore negli iniettati con miR-101a mimic (F). Non compare marcatura relativa ad HuC/D negli 
embrioni non trattati (J).  
 
Allo stadio di 14hpf si nota come la morfologia degli embrioni iniettati con miR-29a 
mimic (Figura 4.37.A) non corrisponda più a quella degli embrioni selvatici (Figura 4.37.I): 
l’abbozzo della testa è notevolmente ridotto. Al contrario, gli embrioni iniettati con miR-
101a mimic (Figura 4.37.E) continuano a presentarsi morfologicamente simili ai controlli. 
Per quanto riguarda l’espressione di Msi-1 si continua a rilevare una sostanziale 
somiglianza tra le intensità di fluorescenza degli iniettati con miR-29a mimic e dei 
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controlli (Figura 4.37.C/K), mentre l’intensità di fluorescenza appare inferiore a quella dei 
controlli negli embrioni iniettati con miR-101a mimic (Figura 4.37.G).  
A questo stadio di osservazione, la marcatura per HuC/D rivela la comparsa di uno 
scarso numero di neuroni negli embrioni trattati, sia negli iniettati con miR-29a mimic 
(Figure 4.37.B e 4.38.A) sia negli iniettati con miR-101a mimic (Figure 4.37.F e 4.38.B). 
Considerando che gli embrioni su cui condurre l’esperimento di immunoistochimica non 
sono stati preventivamente selezionati sulla base del fenotipo macroscopico, si sono 
osservate cellule marcate con HuC/D nel 70% degli embrioni iniettati con miR-29a mimic 
e nel 45% degli embrioni iniettati con miR-101a mimic. Nei controlli non è stata mai 
riscontrata la presenza di cellule marcate (Figure 4.37.J e 4.38.C). 
 
Figura 4.38: Particolare della Figura 4.37 relativo alla marcatura con HuC/D. A: embrione 
iniettato con 2ng di miR-29a mimic. B: embrione iniettato con 2ng di miR-101a mimic. C: 
controllo, non iniettato. Si nota la presenza di uno scarso numero di cellule marcate negli 
embrioni trattati (A,B, teste di freccia), mentre nei controlli (C) non si osserva un segnale di 
fluorescenza relativo ad HuC/D. 
 
Dato il risultato precedentemente mostrato, è sembrato utile indagare sul grado di 
proliferazione cellulare degli embrioni e sulla presenza o meno di neuroni esprimenti N-
tubulin. E’ sembrato conveniente limitare l’indagine ai soli embrioni fissati allo stadio di 
14hpf, che sono stati marcati con anticorpi anti-PCNA e anti-N-tubulin.  
Per quanto riguarda la proliferazione, è evidente come l’intensità di fluorescenza 
relativa a PCNA sia estremamente elevata e coinvolga l’intero embrione. Non si 
riscontrano discrepanze tra trattati (Figura 4.39.C/G) e controlli (Figura 4.39.K). Si nota, 
inoltre, come a questo stadio di sviluppo siano assenti cellule esprimenti N-tubulin sia nei 
trattati (Figura 4.39.B/F) sia nei controlli (Figura 4.39.J). 
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Figura 4.39: Immagine al confocale di embrioni di Danio rerio allo stadio di 14hpf iniettati con 
miR-29a mimic e miR-101a mimic e marcati con anticorpi anti-PCNA (verde) e anti-N-tubulin 
(rosso). L’abbozzo della testa è rivolto a sinistra. A,B,C,D: embrione iniettato con 2ng di miR-29a 
mimic. (A): trasmissione; (B): marcatura con N-tubulin; (C): marcatura con PCNA; (D): fusione dei 
canali. E,F,G,K: embrione iniettato con 2ng di miR-101a mimic. (E): trasmissione; (F): marcatura 
con N-tubulin; (G): marcatura con PCNA; (H): fusione dei canali. I,J,K,L: embrione di controllo, non 
iniettato. (I): trasmissione; (J): marcatura con N-tubulin; (K): marcatura con PCNA; (L): fusione dei 
canali. L’intensità di fluorescenza relativa a PCNA è comparabile nei trattati (C,G) e nei controlli (K). 
Sono assenti cellule esprimenti N-tubulin sia nei trattati (B,F) sia nei controlli (J). 
 
A 24hpf, gli embrioni utilizzati per il “time-course” e marcati con i medesimi 
anticorpi mostrano risultati del tutto simili a quelli precedentemente illustrati (Figura 4.26 
relativamente a Musashi-1 e Figura 4.22 relativamente ad HuC/D), i quali sostanzialmente 
vengono confermati: l’espressione di Msi-1 sembra notevolmente diminuita nella testa e 
nella prima porzione del midollo nei trattati (Figura 4.40.A/D) rispetto al controllo (Figura 
4.40.G) e si nota come negli embrioni iniettati con miR-29a mimic (Figura 4.40.A) sia 
assente nell’occhio. Per quanto riguarda HuC/D, è possibile notare la presenza di neuroni 
ectopici negli embrioni trattati con miR-29a mimic (Figura 4.40.C, teste di freccia). Si nota 
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come le marcature relative a Msi-1 e HuC/D risultino del tutto complementari sia nei 
trattati che nei controlli (Figure 4.40.C/F/I). 
 
Figura 4.40: Immagine al confocale di embrioni di Danio rerio allo stadio di 24hpf iniettati con 
2ng di miR-29a mimic e 2ng di miR-101a mimic e marcati con anticorpi anti-Musashi-1 (verde) e 
anti-HuC/D (rosso). A,B,C: embrione iniettato con 2ng di miR-29a mimic. (A): marcatura con Msi-
1; (B): marcatura con HuC/D; (C): fusione dei canali. D,E,F: embrione iniettato con 2ng di miR-101a 
mimic. (D): marcatura con Msi-1; (E): marcatura con HuC/D; (F): fusione dei canali. G,H,I: 
embrione di controllo, non iniettato. (G): marcatura con Msi-1; (H): marcatura con HuC/D); (I): 
fusione dei canali. L’intensità di fluorescenza di Msi-1 è notevolmente inferiore nei trattati (A,D) 
rispetto ai controlli (G). Il segnale relativo a HuC/D mostra la presenza di alcuni neuroni ectopici (C, 
teste di freccia). Msi-1 e HuC/D marcano zone distinte (C,F,I). 
 
Dal momento che i dati acquisiti con questo genere di esperimenti ha 
un’informatività limitata, volendo confermare i risultati ottenuti, si è ritenuto 
fondamentale analizzare quantitativamente l’espressione genica – mediante Real-time 
PCR – relativa ai due marcatori utilizzati, huC/D e musashi-1, e in particolare il rapporto 
tra l’espressione dei due, volendo verificare se negli embrioni in cui vi è guadagno di 
funzione dei miRNA invecchiamento-specifici vi è una sproporzione di tale rapporto in 
favore di HuC/D. Inizialmente si è ritenuto opportuno analizzare solamente gli stadi di 
14hpf e 24hpf. L’analisi non si è limitata ai soli embrioni iniettati con miR-29a e miR-101a, 
per i quali vi sono evidenze tramite immunoistochimica “whole-mount” di un possibile 
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ruolo nella prematura induzione di differenziamento neuronale, ma è stata estesa anche 
ad embrioni iniettati con miR-15a e miR-26a. Pertanto, sono stati condotti quattro 
esperimenti di microiniezione, uno per ciascun microRNA, in cui sono stati conservati, per 
le successive analisi mediante PCR quantitativa, gruppi di embrioni iniettati e di relativi 
non trattati agli stadi di 14hpf e 24hpf. Quando il numero di embrioni a disposizione lo ha 
permesso, allo stadio di 24hpf gli embrioni da analizzare sono stati suddivisi nelle due 
categorie fenotipiche precedentemente osservate (Tabella 4.14). L’analisi successiva non 
è stata condotta per motivi di tempo. 
 
 Numero di embrioni conservati per PCR quantitativa 
 miR-29a mimic miR-101a mimic miR-26a mimic miR-15a mimic 
 Iniettati Controlli Iniettati Controlli Iniettati Controlli Iniettati Controlli 
14hpf 40 40 40 40 40 40 40 40 
24hpf 40 mild + 40 
severe 
40 20 40 40 40 40 mild + 40 
severe 
40 
 
Tabella 4.15: numero di embrioni di Danio rerio conservati agli stadi di 14hpf e 24hpf per analisi 
dell’espressione genica di huC/D e msi-1 mediante Real-time PCR. Gli embrioni sono stati 
microiniettati con 2ng di miR-29a mimic, 2ng di miR-101a mimic, 2ng di miR-26a mimic e 2ng di 
miR15a mimic allo stadio di 1-4 cellule. 
 
E’ sembrato opportuno, in un secondo momento, condurre un nuovo esperimento 
di “time-course”, durante il quale sono stati fissati embrioni iniettati con miR-29a, miR-
101a e miR-15a. Questo secondo esperimento è rivolto all’analisi di stadi meno precoci 
dello sviluppo, ma pur sempre precedenti al compimento di un giorno di vita da parte 
degli embrioni. Sono stati fissati per immunoistochimica “whole-mount” e conservati per 
analisi quantitativa dell’espressione genica mediante Real-time PCR, gruppi di embrioni 
iniettati con miR-29a, miR-101a, miR-15a allo stadio di 1-4 cellule e relativi embrioni di 
controllo non iniettati, agli stadi di 14hpf, 16hpf, e 18hpf (Tabelle 4.16 e 4.17). Il punto di 
analisi a 14hpf ha valore di controllo positivo, utile dal momento che i due esperimenti di 
“time-course” sono stati ovviamente condotti in giorni diversi, mentre a 16hpf si 
distinguono telencefalo, diencefalo, mesencefalo e rombencefalo nella regione cefalica; a 
18hpf, si sa che sono certamente presenti i “neuroni primari”, dato che gli embrioni sono 
in grado di rispondere con movimenti riflessi a stimoli tattili (Kimmel et al., 1995). Sia gli 
esperimenti di immunoistochimica “whole-mount”, che avrebbero dovuto essere rivolti, 
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oltre che alla rivelazione di HuC/D e Musashi-1, anche a quella di N-tubulin, sia l’analisi 
quantitativa dell’espressione genica relativa a questi marcatori, non sono stati eseguiti 
per mancanza di tempo.  
 
 Numero di embrioni destinati a IHC “whole-mount” 
 miR-29a mimic miR-101a mimic miR-15a mimic 
 Iniettati Controlli Iniettati Controlli Iniettati Controlli 
14hpf 40 40 40 / 40 40 
16hpf 40 40 40 / 40 40 
18hpf 40 40 20 / 20 40 
 
Tabella 4.16: numero di embrioni di Danio rerio microiniettati allo stadio di 1-4 cellule con 2ng di 
miR-29a mimic, 2ng di miR-101a mimic e 2ng di miR-15a mimic e fissati agli stadi di 14hpf, 16hpf e 
18hpf per esperimento di immunoistochimica “whole-mount”. I controlli relativi all’iniezione di 
miR-101a mimic sono assenti poiché miR-29a mimic e miR-101a mimic sono stati iniettati il 
medesimo giorno: per entrambi sono utilizzati i controlli relativi a miR-29a mimic. 
 
 Numero di embrioni conservati per PCR quantitativa 
 miR-29a mimic miR-101a mimic miR-15a mimic 
 Iniettati Controlli Iniettati Controlli Iniettati Controlli 
14hpf 20 20 20 / 20 20 
16hpf 20 20 20 / 20 20 
18hpf 20 20 20 / 20 20 
 
Tabella 4.17: numero di embrioni di Danio rerio microiniettati allo stadio di 1-4 cellule con 2ng di 
miR-29a mimic, 2ng di miR-101a mimic e 2ng di miR-15a mimic e fissati agli stadi di 14hpf, 16hpf e 
18hpf per analisi dell’espressione genica mediante Real-time PCR. I controlli relativi all’iniezione di 
miR-101a mimic sono assenti poiché miR-29a mimic e miR-101a mimic sono stati iniettati il 
medesimo giorno: per entrambi sono utilizzati i controlli relativi a miR-29a mimic. 
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Capitolo 5: Discussione 
 
Uno dei fattori che costituisce un limite per lo studio dei meccanismi molecolari 
associati a tutta quella serie di cambiamenti fisiologici e patologici riscontrabili 
nell’invecchiamento è sicuramente la mancanza di disponibilità di un modello animale che 
sia dotato di un’aspettativa media di vita sufficientemente breve da potersi conciliare con 
i tempi della ricerca scientifica e che, al contempo, invecchi in maniera sufficientemente 
simile all’uomo. Negli ultimi anni è emersa la possibilità di utilizzare Nothobranchius 
furzeri, un pesce dotato di un’aspettativa di vita eccezionalmente breve. L’interesse verso 
questo animale, che vive al massimo sei mesi, è cresciuto rapidamente, dato che sono 
diverse le pubblicazioni che attestano come esso subisca buona parte dei cambiamenti 
fisiologici e patologici dipendenti dall’età che sono comuni anche all’uomo (Genade et al., 
2005; Valenzano et al., 2006; Terzibasi et al., 2008, 2009, 2012; Di Cicco et al., 2011). 
Recentemente, presso il Leibniz Institute for Age Research (Jena, Germania), è stato 
condotto uno studio su larga scala finalizzato a chiarire se i microRNA, importanti 
regolatori dell’espressione genica verso cui vi è un crescente interesse da parte della 
comunità scientifica, possano o meno avere un ruolo nell’invecchiamento. E’ stato 
scoperto che alcuni microRNA sono regolati in maniera dipendente dall’età: nel cervello 
di N. furzeri è presente un set di microRNA che è maggiormente espresso nell’età 
giovanile e la cui espressione diminuisce in maniera evidente all’aumentare dell’età; è 
presente anche un set di microRNA che, viceversa, è espresso a livelli estremamente bassi 
in animali giovani e la cui espressione aumenta significativamente all’aumentare dell’età, 
fino ad arrivare ai livelli massimi nell’ultima fase della vita. Del primo set di microRNA 
fanno parte miRNA noti in letteratura per il loro ruolo di proto-oncomiRNA: in particolare 
sono stati presi in considerazione i microRNA del cluster 17~92 (Ota et al., 2004; Mendell 
et al., 2008; Petrocca et al., 2008). I microRNA la cui espressione aumenta all’aumentare 
dell’età, invece, sono noti per il loro ruolo di oncosoppressori: miR-15a, miR-23a, miR-26a, 
miR-29a, miR-101a, miR-145 e miR-338 sono associati ad induzione della senescenza 
cellulare e dell’apoptosi, nonché a regolazione negativa dell’avanzamento del ciclo 
cellulare e di proto-oncogeni (Cimmino et al., 2005; Sachdeva et al., 2009; Mott et al., 
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2010; Lu et al., 2011; Kos et al., 2012). Alcuni di questi microRNA, inoltre, sono già noti 
per essere coinvolti nel differenziamento cellulare (Zeng et al., 2009; Kole et al., 2011; Dill 
et al., 2012); miR-29a, in particolare, è noto per essere regolato in modo dipendente 
dall’età e risultare invecchiamento-specifico anche in topo, macaco e uomo (Somel et al., 
2010; Ugalde et al., 2011).  
I due set di microRNA, entrambi evolutivamente conservati, possono essere inseriti 
in un “network” regolatorio incentrato su due fattori di trascrizione con attività 
antagonista: c-Myc e p53 (Figura 1.16). I microRNA la cui espressione diminuisce con 
l’aumentare dell’età hanno interazioni di tipo positivo con c-Myc e negativo con p53. Al 
contrario, i microRNA associati all’invecchiamento hanno interazioni di tipo negativo con 
c-Myc e positivo con p53. I dati ottenuti in Nothobranchius furzeri sono rafforzati dal fatto 
che i microRNA associati all’invecchiamento mostrano un profilo di espressione genica in 
funzione dell’età molto simile anche in Danio rerio e topo (Baumgart et al., sottomesso).  
Pertanto, si è ritenuto opportuno modulare l’attività di tali microRNA nelle prime 
fasi dello sviluppo embrionale di D. rerio, per verificare l’effetto di un loro guadagno o 
perdita di funzione sullo sviluppo del sistema nervoso: l’ipotesi è quella che essi agiscano 
come effettori del differenziamento neuronale, dati sia il ruolo nell’invecchiamento del 
cervello, sia il ruolo nella regolazione positiva di fenomeni come apoptosi e senescenza 
cellulare. 
La prima serie di esperimenti svolti in questo lavoro di tesi è stata finalizzata a 
valutare l’effetto che il guadagno o la perdita di funzione dei microRNA associati 
all’invecchiamento hanno da un punto di vista morfologico in embrioni di D. rerio di uno o 
due giorni di vita e microiniettati allo stadio di 1-4 cellule con i miRNA mimics o inhibitors 
dei microRNA in studio. I risultati ottenuti mostrano come i microRNA il cui guadagno di 
funzione ha l’effetto più evidente siano miR-29a, miR-101a e miR-15a (Figure 
4.16.D/G/E/H/F/I e 4.17.D/G/E/H/F/I). Il fenotipo associato a questi miRNA ha penetranza 
elevata ed è specifico: miR-29a ha l’effetto più marcato (è anche il microRNA il cui 
aumento di espressione in dipendenza dall’età è più netto; Figura 1.5.E), che coinvolge 
tutto l’embrione, essendo associato a gravi microcefalia e riduzione della lunghezza 
dell’asse anteroposteriore. Le malformazioni associate a miR-15a coinvolgono, invece, la 
coda, che appare atrofizzata; al contrario, il fenotipo ottenuto tramite guadagno di 
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funzione di miR-101a consiste principalmente in microcefalia grave. Anche il guadagno di 
funzione di miR-26a sembra associato ad un fenotipo specifico, che tuttavia ha una 
penetranza estremamente inferiore (Figure 4.16.O e 4.17.O). I risultati ottenuti con 
esperimenti di guadagno di funzione di questi quattro miRNA possono essere riconducibili 
ad un loro ruolo nel differenziamento neuronale e al ruolo, per essi noto, di 
oncosoppressori. Tali risultati sono miRNA-specifici e riproducibili: pertanto, i microRNA 
sopra elencati – scelti in qualità di buoni candidati – sono stati oggetto di saggi più 
approfonditi volti ad indagare il loro effetto nello sviluppo neuronale.  
Altri microRNA non sono associati a interessanti fenotipi morfologici: miR-23a, miR-
145 e miR-338 non sono considerati buoni candidati da studiare ulteriormente (Figure 
4.16.B/C/N e 4.17.B/C/N). La mancanza di un fenotipo macroscopico, però, non esclude 
che tali miRNA possano avere un qualche effetto microscopico nello sviluppo neurale o 
che il guadagno di funzione di miR-23a, miR-145 e miR-338 possa avere effetti, anche 
macroscopici, in momenti dello sviluppo successivi ai due giorni di vita. In ogni caso, 
prima di escludere una loro implicazione nello sviluppo neurale, è necessario condurre 
ulteriori analisi. Anche il guadagno di funzione di miR-20a, uno dei microRNA del cluster 
17~92, non è risultato associabile alla comparsa di un fenotipo macroscopico (Figure 
4.16.Q e 4.17.Q): in questo caso, però, dato che miR-20a è uno dei microRNA la cui 
espressione diminuisce all’aumentare dell’età (Figura 1.4), il risultato non sorprende: 
analisi più approfondite possono chiarire se realmente il guadagno di funzione di questo 
miRNA non ha alcun effetto a stadi precoci dello sviluppo. Ulteriori analisi sono necessarie 
anche per chiarire l’effetto della perdita di funzione dei microRNA del cluster 17~92: da 
un punto di vista morfologico si sono ottenuti risultati preliminari abbastanza promettenti, 
che permettono di ipotizzare che la perdita di funzione di proto-oncomiRNA possa avere il 
medesimo effetto, nello sviluppo embrionale, del guadagno di funzione di microRNA 
oncosoppressori (Figure 4.16.R e 4.17.R). 
Dato che miR-15a, miR-29a e miR-101a sono i miRNA più interessanti per questo 
studio, sono stati condotti esperimenti di perdita di funzione di questi tre microRNA: miR-
29a non è espresso in Danio rerio a stadi così precoci dello sviluppo, quindi l’assenza di 
fenotipo in seguito a perdita di funzione era attesa (Figure 4.16.J e 4.17.J). Non sorprende 
nemmeno che anche la perdita di funzione di miR-15a e miR-101a non sia associata ad un 
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fenotipo macroscopico, dal momento che anch’essi sono scarsamente espressi in stadi 
precoci dello sviluppo (Figura 4.16.K/L e 4.17.K/L): tuttavia, non è da escludere che possa 
essere visibile un fenotipo microscopico; in particolare, si pensa che la perdita di funzione 
di tali microRNA possa essere associata ad una diminuzione dei neuroni differenziati.  
L’analisi del ruolo dei microRNA associati all’invecchiamento nello sviluppo neurale 
è stata svolta mediante saggi di immunoistochimica “whole-mount” volti alla rivelazione 
dei progenitori neurali (esprimenti Musashi-1 e PCNA; Shibata et al., 2012; Prelich et al., 
1987) e dei neuroni differenziati (esprimenti HuC/D e N-tubulin; Park et al., 2000; Zhang 
et al., 2011). In generale, è possibile affermare che il guadagno di funzione di tutti e 
quattro i microRNA analizzati più approfonditamente (miR-15a, miR-26a, miR-29a e miR-
101a) sembra coinvolto nell’abbondante presenza di neuroni differenziati in zone del 
sistema nervoso centrale di embrioni di Danio rerio di uno o due giorni di età in cui 
normalmente i neuroni differenziati sono assenti o scarsamente presenti.  
In maniera concordante con le osservazioni macroscopiche, il microRNA per cui 
questo effetto è più evidente è miR-29a (Figure 4.18, 4.20 e 4.23); l’effetto di miR-101a è 
leggermente meno marcato in questo senso, poiché è concentrato soprattutto a livello 
del confine mesencefalo-rombencefalo (Figura 4.24); nuovamente in modo concordante 
con le osservazioni macroscopiche, l’effetto di miR-15a è scarso nella regione cefalica e 
più evidente nel midollo spinale (Figura 4.25). Un’obiezione che potrebbe essere fatta è 
che, dal momento che non sono state condotte analisi quantitative dell’intensità di 
fluorescenza, l’aumento del numero di neuroni differenziati e la loro localizzazione in 
regioni anomale del sistema nervoso centrale siano solo effetti apparenti, dovuti alle 
ridotte dimensioni degli embrioni: i risultati ottenuti con la marcatura contemporanea di 
neuroni differenziati e neuroblasti dimostrano che l’aumento del numero dei neuroni 
differenziati avviene con tutta probabilità a scapito dei progenitori neurali (Figure 4.26, 
4.27, 4.28 e 4.29). 
Se l’analisi dell’effetto di miR-15a, miR-29a e miR-101a sul differenziamento 
neuronale dà risultati piuttosto promettenti, quella di miR-26a non dà risultati altrettanto 
marcati: comunque, è possibile affermare che anch’esso ha probabilmente effetto sullo 
sviluppo neurale, dal momento che si nota la diminuzione di espressione del marcatore 
Msi-1 sia nella porzione più anteriore del midollo – compensata da un’evidente aumento 
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dell’espressione di HuC/D – sia nella regione più posteriore di esso (Figura 4.30). In ogni 
caso, i risultati ottenuti con tutti questi esperimenti necessitano di una conferma di tipo 
quantitativo: hanno estrema importanza i dati che scaturiranno dall’analisi quantitativa 
dell’espressione genica dei marcatori utilizzati nei saggi di immunoistochimica.  
I risultati ottenuti dall’analisi dell’effetto sul differenziamento neuronale della 
perdita di funzione di miR-15a e del guadagno di funzione di miR-20a appaiono 
estremamente preliminari: in questo caso, il saggio di immunoistochimica “whole-mount” 
rivela che la perdita di funzione di miR-15a può essere associata ad una diminuzione di 
neuroni differenziati nella parte più anteriore del midollo (Figura 4.33), mentre il 
guadagno di funzione di miR-20a può essere associato ad un aumento di proliferazione 
cellulare (Figura 4.34). Questi risultati, però, sono lontani dall’essere evidenti o marcati: 
volendo continuare ad utilizzare la tecnica dell’immunoistochimica, è necessario, in 
questo caso, fare delle quantificazioni dell’intensità di fluorescenza dei marcatori per 
poter avere dati più concreti.  
Dal momento che miR-29a e miR-101a sono apparsi i migliori candidati per ricoprire 
un ruolo nello sviluppo neurale, si è analizzato il loro effetto su embrioni a stadi precoci, 
tra le 10h e le 14h: in questo periodo non si ha riscontro, in Danio rerio, della presenza di 
neuroni già differenziati (Kimmel et al., 1995). I risultati ottenuti mostrano che, come 
ipotizzato, il guadagno di funzione di miR-29a e miR-101a probabilmente induce un 
precoce differenziamento neuronale che spiegherebbe i dati ottenuti dall’osservazione a 
24h e 48h (Figura 4.38). Benché questo dato sia abbastanza robusto, dal momento che 
non si basa su una misura qualitativa della numerosità dei neuroni differenziati, ma sulla 
ben più semplice osservazione della presenza/assenza di essi, è necessario, anche in 
questo caso, ottenere conferme che solo l’analisi quantitativa dell’espressione genica può 
dare. Inoltre, resta da portare a termine l’analisi dello sviluppo neurale di embrioni di età 
compresa tra 14h e 18h (Tabelle 4.16 e 4.17): questo dato potrà rafforzare o meno quello 
già ottenuto. 
Una delle ipotesi che possono essere fatte riguardo al meccanismo di azione di 
microRNA oncosoppressori nel differenziamento neuronale prevede che questi agiscano 
causando l’uscita dal ciclo cellulare dei progenitori neurali: per confermare quest’ipotesi, 
si è tentato un primo saggio di immunoistochimica su embrioni di 48h trattati con miR-
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29a e marcati con N-tubulin e PCNA (Figura 4.31): è possibile ipotizzare una diminuzione 
della proliferazione cellulare nella zona del confine tra mesencefalo e rombencefalo, 
normalmente ricca di cellule attivamente proliferanti (Mönnich et al., 2009). Questo 
risultato, però, non può certo confermare, da solo, l’ipotesi che i microRNA agiscano 
effettivamente causando l’uscita dal ciclo cellulare dei progenitori neurali: dovranno 
essere condotte ulteriori analisi sull’effetto del guadagno di funzione dei microRNA 
associati all’invecchiamento sulla proliferazione cellulare in embrioni a stadi precoci di 
sviluppo, non solo da un punto di vista qualitativo ma anche quantitativo. 
Infine, una prospettiva molto interessante è quella di analizzare l’effetto dei 
microRNA invecchiamento-specifici sulla morte cellulare programmata in embrioni di 
Danio rerio a stadi precoci: tali microRNA sono noti per svolgere un ruolo nella 
regolazione positiva dell’apoptosi; pertanto è probabile che saggi standard per studiare 
l’apoptosi, quali il Tunel Assay “whole-mount” (Langheinrich et al., 2002) o la marcatura 
“whole-mount” con un anticorpo rivolto contro la Caspasi 3 attivata (Sidi et al., 2008), 
rivelino un aumento dell’apoptosi in embrioni di D. rerio microiniettati con i microRNA 
invecchiamento-specifici ed analizzati a stadi precoci dello sviluppo. 
In conclusione, questo lavoro di tesi porta ad una conferma, chiaramente solo 
parziale, dell’ipotesi da cui è scaturito: alcuni microRNA associati all’invecchiamento (miR-
15a, miR-29a, miR-101a e, in maniera meno marcata, miR-26a), la cui espressione 
aumenta in modo dipendente dall’età in Nothobranchius furzeri come nel topo, hanno 
probabilmente un ruolo nello sviluppo neurale precoce, inducendo differenziamento 
neuronale in vivo, attraverso meccanismi che restano da chiarire. 
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